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(57) Abstract 

A viral material, in isolated or purified form, having a genome which includes a nucleotide sequence selected from the group of 
sequences SEQ ID NO 46, SEQ ID NO 51, SEQ ID NO 52, SEQ ID NO 53 and SEQ ID NO 56, their complementary sequences and 
equivalent sequences, particularly the nucleotide sequences having, for any chain of 100 adjacent monomers, a respective homology of 50 
% or more and preferably 70 % or more with SEQ ID NO 46, SEQ ID NO 51, SEQ ID NO 52, SEQ ID NO 53 and SEQ ID NO 56, and 
the complementary sequences thereof. 



(57) Abr£g£ 

Materiel viral, k F6tat isold ou purifid, dont le gdnome comprend une sequence nucl6otidique choisie dans le groupe incluant les 
sequences SEQ ID NO 46, SEQ ID NO 51, SEQ ID NO 52, SEQ ID NO 53 et SEQ ID NO 56, leurs sequences comptementaires, et leurs 
sequences equivalentes, notamment les sequences nucteotidiques presentant, pour toute suite de 100 monomeres contigus, au moins 50 % 
et preierentiellement au moins 70 % d'homologie avec respectivement lesdites sequences SEQ ID NO 46, SEQ ID NO 51, SEQ ID NO 
52, SEQ ID NO 53 et SEQ ID NO 56, et leurs sequences complementaires. ____ 
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MATERIEL VIRAL ET FRAGMENTS 
SCLEROSE EN PLAQUES, A 
PROPHYLACTI QUES 



1 

NUCLEOTIDIQUES ASSOCIES A LA 
DES FINS DE DIAGNOSTIC, 
ET THERAPEUTIQUES 



5 La Sclerose en Plaques (SEP) est une maladie 

demy§linisante du syst&me nerveux central (SNC) dont la 
cause complete reste encore inconnue. 

De nombreux travaux ont 6taye I'hypothese d'une 
etiologie virale de la maladie, mais aucun des virus 
10 connus testes ne s'est avere etre 1" agent causal 
recherche: une revue des virus recherches depuis des 
ann§es dans la SEP a §te faite par E. Norrby (1) et R.T. 
Johnson (2) . 

Recemment , un retrovirus , different des 
15 retrovirus humains connus a ete isole chez des patients 
atteints de SEP (3,4 et 5). Les auteurs ont aussi pu 
montrer que ce retrovirus pouvait £tre transmis in vitro, 
que des patients atteints de SEP produisaient des 
anticorps susceptibles de reconnaitre des proteines 
20 associees a 1" infection des cellules leptomeningees par ce 
retrovirus, et que I 1 expression de ce dernier pouvait §tre 
fortement stimul^e par les genes immediats-precoces de 
certains herpesvirus (6) . 

Tous ces rfesultats plaident en faveur du role 
25 dans la SEP d*au moins un retrovirus inconnu ou d'un virus 
ayant une activity transcriptase inverse detectable selon 
la mfethode publi^e par H. Perron (3) et qualifiee 
d'activite "RT de type LM7" . Le contenu de la publication 
identifiee par (3) est incorpore a la presente 
30 description, par reference. 

Recemment, les travaux de la Demanderesse ont 
permis d'obtenir deux lignfees continues de cellules 
infectfees par des isolats naturels provenant de d ux 
patients differents atteints de SEP, par un procfede de 
35 culture tel que d6crit dans le document WO-A-93 20188, 
dont le contenu est incorpore par reference a la presente 
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description. Ces deux lignees deriv'es de cellules de 
plexus-choroides humains, denommees LM7PC et PLI-2 ont ete 
deposees a l'E.C.A.C.C. respect ivement le 22 juillet 1992 
et le 8 janvier 1993, sous les numeros 92 072201 et 

5 93 010817, conf ormement aux dispositions du Traite de 
Budapest* Par ailleurs, les isolats viraux possedant une 
activite RT de type LM7 ont egalement ete deposes a 
I'E.C.A.C.C. sous la denomination globale de "souches" . La 
"souche" ou isolat hSberge par la lignee PLI-2 , denommee 

10 POL-2 , a et€ deposee aupres de 1 1 E. C. A. C. C. le 
22 juillet 1992 sous le n° V92072202. La "souche" ou 
isolat heberge par la lignee LM7PC, denommee MS7PG, a ete 
deposee aupres de l'E.C.A.C.C. le 8 janvier 1993 sous le 
n° V93010816. 

15 A partir des cultures et des isolats precites, 

caracteris§s par des criteres biologiques et 
morphologiques, on s'est ensuite attache k caracteriser le 
materiel nucleique associ6 aux particules virales 
produites dans ces cultures. 
20 Les portions de genome deja caracterisees ont ete 

utilisees pour mettre au point des tests de detection 
moleculaire du genome viral et des tests 
immunosferologiques , utilisant les sequences d • aminoacides 
codes par les sequences nuclfeotidiques du genome viral, 
25 pour dfetecter la rfeponse immunitaire dirigee contre des 
epitopes associfes a l 1 infection et/ou l 1 expression virale. 

Ces outils ont deja permis de conf irmer une 
association entre la SEP et 1 ■ expression des sequences 
identififees dans les brevets cites plus loin. Cependant, 
30 le systeme viral decouvert par la Demanderesse, 
s • apparente a un systeme retroviral complexe . En ef f et , 
les sequences retrouvees encapsidfees dans les particules 
virales extracellulaires produites par les dif f erentes 
cultures de cellules de patients att ints de SEP, montrent 
35 clairement qu'il y a co-encapsidation de genomes 
rfetroviraux apparentes, mais dif ferents du genome 
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retroviral "sauvage" qui produit les particules virales 
inf ectantes. Ce phenomene a ete obseve entre des 
retrovirus replicatifs et des retrovirus endogenes 
appartenant a la meme famille, voire ia§me heterologies. La 

5 notion de retrovirus endogene est tres importante dans le 
contexte de notre decouverte car, dans le cas de MSRV-1, 
on a observe que des sequences retrovirales endogenes 
comprenant des sequences homologues au genome MSRV-1 , 
existent dans l'ADN humain normal. L' existence d 1 elements 

10 retroviraux endogenes (ERV) apparentes a MSRV-1 par tout 
ou partie de leur genome, explique le fait que 
1* expression du retrovirus MSRV-1 dans les cellules 
humaines puisse interagir avec des sequences endogenes 
proches. Ces interactions sont retrouvees dans le cas de 

15 retrovirus endogenes pathogenes et/ou infectieux (par 
exemple certaines souches ecotropes du Murine Leukaemia 
virus) , dans le cas de retrovirus exogenes dont la 
sequence nucleotidique peut etre retrouvee partiellement 
ou en totalite, sous forme d'ERVs, dans le genome de 

20 1' animal hdte (ex. virus exogene de la tumeur mammaire de 
la sour is transmis par le lait) . Ces interactions 
consistent principalement en (i) une transactivation ou 
co-activation d'ERVs par le retrovirus replicatif, (ii) 
une encapsidation "illegitime" d 1 ARN apparentes d^RVS, ou 

25 d*ERVs -voire d 1 ARN cellulaires- possedant simplement des 
sequences d 1 encapsidation compatibles, dans les particules 
retrovirales produites par 1' expression de la souche 
replicative, parfois transmissibles et parfois avec une 
pathogenicity propre, et (iii) des recombinaisons plus ou 

30 moins importantes entre les genomes co-encapsides, 
notamment dans les phases de transcription inverse, qui 
conduisent a la formation de genomes hybrides, parfois 
transmissibles et parfois avec une pathogenicity propre* 

Ainsi,(i) differentes sequences apparentees a 

35 MSRV-1 ont 6te retrouvees dans les particules virales 
purifiees; (ii) !• analyse moleculaire des differentes 
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regions du genome retroviral MSRV-1 doit etre f aite n 
analysant systematiquement les sequences co-encapsidees, 
interferantes et/ou recombinees qui sont generees par 
l 1 infection et/ou 1« expression de MSRV-1, de plus, 
5 certains clones peuvent avoir des parties de sequences 
defectives produites par la replication retrovirale et les 
erreurs de matrice et/ou de transcription de la 
transcriptase inverse; (iii) les families de sequences 
apparentees a une meme region genomique retrovirale sont 
10 les supports d'une detection diagnostique globale qui peut 
etre optimisee par 1 1 identification de regions invariables 
parmi les clones exprimes et par 1 1 identification de 
trames de lectures responsables de la production de 
polypeptides antig§niques et/ou pathogdnes qui peuvent 
15 n'etre produits que par une partie, voire un seul, des 
clones exprimes et dans ces conditions, 1' analyse 
systematique des clones exprimes dans une region d'un gene 
donne permet d'evaluer la frequence de variation et/ou de 
recombinaison du genome MSRV-1 dans cette region et de 
20 definir les sequences optimales pour les applications, 
notamment diagnostiques; (iv) la pathologie provoquee par 
un retrovirus tel que MSRV-1 peut etre un effet direct de 
son expression et des proteines ou peptides produits de ce 
fait, mais aussi un effet de 1 'activation, de 
25 I'encapsidation, de la recombinaison de genomes apparentes 
ou hfeterologues et des proteines ou peptides produits de 
ces faits ; ainsi ces genomes associes a 1" expression de 
et/ou l 1 infection par MSRV-1 sont-ils une partie 
integrante de la pathogenicite potentielle de ce virus et 
30 done, constituent des supports de detection diagnostique 
et des cibles therapeutiques particulieres . De meme tout 
agent associe a , ou , co-f acteur de ces interactions 
responsables de la pathogenie en cause, tel que MSRV-2 ou 
le facteur gliotoxique decrits dans la demande de brevet 
35 publiee sous le N° FR-2 716 198, peut participer a 
l 1 elaboration d'une strategie globale et tres efficace de 
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diagnostic, de pronostic, de suivi therapeutique et/ou de 
therapeutique integree de la SEP notainment, mais aussi de 
toute autre maladie associee aux memes agents. 

Dans ce contexte, on a fait une decouverte 
5 paralldle dans une autre maladie autoimmune, la 
polyarthrite rhumatolde (PR) , qui a ete decrite dans la 
demande de brevet frangais deposee sous le N°95 02960. 
Cette decouverte montre que, en appliquant des approches 
methodologiques similaires a celles qui furent utilisees 

10 dans les travaux de la Demanderesse sur la SEP , on a pu 
identifier un retrovirus exprime dans la PR qui partage 
les sequences decrites pour MSRV-1 dans la SEP et aussi, 
la co-existence d'une sequence associee MSRV-2 egalement 
decrite dans la SEP. En ce qui concerne MSRV-1, les 

15 sequences detectees communement dans la SEP et la PR, 
concernent les genes pol et gag. En l*etat actuel des 
connaissances, on peut associer les sequences gag et pol 
decrites aux souches MSRV-1 exprimees dans ces deux 
maladies. 

20 La prfesente demande de brevet a pour objet 

differents resultats, supplementaires par rapport a ceux 
deja proteges par les demandes de brevet fran<?ais : 
-N° 92 04322 du 03.04.1992, publiee sous le N° 2 689 519 ; 
-N° 92 13447 du 03.11.1992, publiee sous le N° 2 689 521 ; 

25 -H° 92 13443 du 03.11.1992, publi§e sous le N° 2 689 520 ; 
-N° 94 01529 du 04.02.1994, publiee sous le N° 2 715 936 ; 
-N° 94 01531 du 04.02.1994, publiee sous le N° 2 715939 ; 
-N° 94 01530 du 04.02.1994, publiee sous le N° 2 715 936 ; 
-N° 94 01532 du 04.02.1994, publiee sous le N° 2 715 937 ; 

30 -N° 94 14322 du 24.11.1994, publiee sous le N° 2 727 428 ; 
et 

- N° 94 15810 du 23.12.1994, publiee sous le N° 2 728 585. 

La presente invention concerne tout d*abord un 
materiel viral, a l f 6tat isole ou purifie, pouvant etre 
35 apprfehende ou caractferisS de dif ferentes manieres : 
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- son genome comprend une sequence nucleotidique choisie 
dans le groupe incluant les sequences SEQ ID NO 46, 
SEQ ID NO 51, SEQ ID NO 52, SEQ ID NO 53, SEQ ID NO 56, 
SEQ ID NO 58, SEQ ID NO 59, SEQ ID NO 60, SEQ ID NO 61, 
5 SEQ ID NO 89, leurs sequences complementaires, et leurs 
sequences equivalentes, notamment les sequences 
nucleotidiques presentant, pour toute suite de 
100 monomer es contigus, au mo ins 50 % et 
preferentiellement au moins 70 % d'homologie avec 
10 respectiveroent lesdites sequences SEQ ID NO 46, 
SEQ ID NO 51, SEQ ID NO 52, SEQ ID NO 53, SEQ ID NO 56, 
SEQ ID NO 58, SEQ ID NO 59, SEQ ID NO 60, SEQ ID NO 61, 
SEQ ID NO 89, et leurs sequences complementaires ; 
- la region de son genome coroprenant les genes env, pol et 
15 une partie du gene gag, a 1' exclusion de la sous-region 
ayant une sequence identique ou equivalente a 
SEQ ID NO 1, code pour tout polypeptide presentant, pour 
toute suite contigue d'au moins 30 acides amines, au 
moins 50 %, et de preference au moins 70 % d'homologie 
20 avec une sequence peptidique codee par toute sequence 
nucleotidique choisie dans le groupe incluant 
SEQ ID NO 46, SEQ ID NO 51, SEQ ID NO 52, SEQ ID NO 53, 
SEQ ID NO 56, SEQ ID NO 58, SEQ ID NO 59, SEQ ID NO 60, 
SEQ ID NO 61, SEQ ID NO 89, et leurs sequences 
25 complementaires ; 

- le gene pol comprend une sequence nucleotidique 
identique ou equivalente, partiellement ou totalement, a 
SEQ ID NO 57, a 1' exclusion de SEQ ID NO 1. 

le gene gag comprend une sequence nucleotidique 
30 identique ou equivalente, partiellement ou totalement, a 
SEQ ID NO 88. 

Comme evoque precedemment, selon la presente 
invention, le materiel viral tel que defini precedemment 
est associe a la SEP. Et tel que defini par reference au 
35 gene pol ou gag de MSRV-1, et plus particulierement aux 
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sequences SEQ ID NOS 51, 56, 57, 59, 60, 61, 88 et 89, ce 
materiel viral est associe a la PR. 

La presente invention concerne egalement 
differents fragments nucleotidiques, comprenant chacun une 
5 sequence nucleotidique choisie dans le groupe incluant : 
(a) toutes les sequences genomiques, partielles t et 
totales, du gene pol du virus MSRV-1, sauf la sequence 
totale du fragment nucleotidique d^fini par 
SEQ ID NO 1 ; 

10 (b) toutes les sequences genomiques, partielles et 
totales, du gene env de MSRV-1 ; 

(c) toutes les sequences genomiques partielles du gene 
gag de MSRV-1 ; 

(d) toutes les sequences genomiques chevauchant le gene 
15 pol et le gene env du virus MSRV-1, et chevauchant le 

gene pol et le gene gag ; 

(e) toutes les sequences, partielles et totales, d'un 
clone choisi dans le groupe incluant les clones FBd3 
(SEQ ID NO 46), t pol (SEQ ID NO 51), JLBcl 

20 (SEQ ID NO 52), JLBc2 (SEQ ID NO 53) , GM3 

(SEQ ID NO 56), FBdl3 (SEQ ID NO 58) , LB19 

(SEQ ID NO 59), LTRGAG12 (SEQ ID NO 60), FP6 

(SEQ ID NO 61), G+E+A (SEQ ID NO 89), a 1" exclusion de 
toute sequence nucleotidique identique a ou comprise 

25 dans la sequence def inie par SEQ ID NO 1 ; 

(f) les sequences complfementaires auxdites sequences 
genomiques ; 

(g) les sequences fequivalentes auxdites sequences (a) 
a (e) , notamment les sequences nucleotidiques 

30 presentant, pour toute suite de 100 monomSres 

contigus, au moins 50 % et de preference au moins 70 % 
d^omologie avec lesdites sequences (a) a (d) , 
a condition que ce fragment nucleotidique ne comprenne pas 
ou ne consiste pas en la sequence ERV-9 telle que decrite 
35 dans IA MANTIA et al. (18) • 
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Par sequences genomiques , part iel les ou totales , 
on inclut toutes sequences associees par co-encapsidation 
ou par co-expression, ou recombinees. 

Pref erentiellement, un tel fragment comprend : 
5 - ou une sequence nucleotidique identique a une sequence 
genomique partielle ou totale du gene pol du virus 
MSRV-1, sauf a la sequence totale du fragment 
nucleotidique defini par SEQ ID NO 1, ou identique a 
toute sequence equivalente a ladite sequence genomique 
10 partielle ou totale, notamment homologue a cette 
derniere ; 

- ou une sequence nucleotidique identique a une sequence 
genomique partielle ou totale du gene env du virus 
MSRV-1, ou identique a toute sequence complementaire de 

15 ladite sequence nucleotidique, ou identique a toute 
sequence equivalente a ladite sequence nucleotidique , 
notamment homologue a cette derniere. 

De maniere particuliere, 1' invention concerne un 
fragment nucleotidique comprenant une sequence 
20 nucleotidique codante, partiellement ou totalement 
identique a une sequence nucleotidique choisie dans le 
groupe incluant : 

-la sequence nucleotidique dfefinie par SEQ ID NO 40, 
SEQ ID NO 62 OU SEQ ID NO 89 ; 
25 -les sequences complementaires S SEQ ID NO 40, 
SEQ ID NO 62 ou SEQ ID NO 89 ; 
-les sequences equivalentes et notamment homologues a 

SEQ ID NO 40, SEQ ID NO 62 ou SEQ ID NO 89 ; 
-les sequences codant pour tout ou partie de la sequence 
30 peptidique definie par SEQ ID NO 39, SEQ ID NO 63 ou 
SEQ ID NO 90 ; 

- les sequences codant pour tout ou partie d 1 une sequence 
peptidique Equivalente, notamment homologue a 
SEQ ID NO 39, SEQ ID NO 63 ou SEQ ID NO 90, susceptible 

35 d'etre reconnue par des sera de patients infectes par le 
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virus MSRV-1, ou chez lesquels le virus MSRV-1 a ete 
reactive. 

L>' invention concerne aussi toute sonde nucleique 
de detection d'un agent pathogene et/ou infectant associe 

5 a la SEP, susceptible de s'hybrider specif iquement sur 
tout fragment tel que precedemment def ini, appartenant ou 
compris dans le genome dudit agent pathogene. Elle 
concerne en outre toute sonde nucleique de detection d f un 
agent pathogene et/ou infectant associe a la PR, 

10 suceptible de s'hybrider specif iquement sur tout fragment 
tel que def ini precedemment par reference aux genes pol et 
gag, et en particulier par rapport aux sequences SEQ ID 
NOS 40, 51, 56, 59, 60, 61, 62, 89 et SEQ ID NOS 39, 63 et 
90. 

15 L 1 invention concerne aussi une amorce pour 

1 1 amplification par polymerisation d'un ARN ou d*un ADN 
d'un materiel viral, comprenant une sequence nucleotidique 
identique ou equivalente a au moins une partie de la 
sequence nucleotidique de tout fragment tel que def ini 

20 precedemment, notamment une sequence nucleotidique 
presentant pour toute suite de 10 monomeres contigus, au 
moins 70 % d'homologie avec au moins ladite partie dudit 
fragment. PrSf ferentiellement , la sequence nucleotidique 
d'une telle amorce est identique a l'une quelconque des 

25 sequences choisies dans le groupe incluant SEQ ID NO 47 a 
SEQ ID NO 50, SEQ ID NO 55 et SEQ ID NO 64 SEQ ID NO 86. 

De maniere genferale, 1' invention embrasse 
egalement tout ARN ou ADN, et notamment vecteur de 
replication, comprenant un fragment gSnomique du materiel 

30 viral tel que precedemment def ini, ou un fragment 
nucleotidique tel que prfecfedemment def ini. 

L • invention s • int^resse fegalement aux dif f erents 
peptides cod€s par tout cadre de lecture ouvert 
appartenant & un fragment nucleotidique tel que 

35 precedemment d§fini, notamment tout polypeptide, par 
exemple tout oligopeptide formant ou comprenant un 
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determinant antigenique reconnu par des sera de patients 
infectes par le virus MSRV-1, et/ou chez lesquels le virus 
MSRV-1 a ete reactive. Pref erentiellement, ce polypeptide 
est antigenique, et est code par le cadre de lecture 
5 ouvert commencant dans le sens 5 '-3', au nucleotide 181, 
et f inissant au nucleotide 330 de SEQ ID NO 1. 

A titre particulier, 1' invention concerne un 
polypeptide antigenique, reconnu par les sera de patients 
infectes par le virus MSRV-1, et/ou chez lesquels le virus 
10 MSRV-1 a ete reactive, dont la sequence peptidique est 
identique, parti el lement ou totalement, ou equivalente a 
la sequence definie par SEQ ID NO 39, SEQ ID NO 63 et 
SEQ ID NO 87 ; une telle sequence est identique par 
exemple a toute sequence choisie dans le groupe incluant 
15 les sequences SEQ ID NO 41 a SEQ ID NO 44, SEQ ID NO 63 et 

SEQ ID NO 87. 

La presente invention propose egalement des 
anticorps mono- ou polyclonaux, diriges contre le 
virus MSRV-1, obtenus par reaction immunologique d'un 
20 organisme humain ou animal, a un agent immunogene 
constitue par un polypeptide antigenique tel que defini 
precedemment . 

L' invention s'interesse ensuite : 

- aux reactifs de detection du virus MSRV-l, ou d'une 
25 exposition a ce dernier, comprenant a titre de substance 

reactive, un peptide, notamment antigenique, tel que 
precedemment defini, ou un anti-ligand, notamment 
anticorps dudit peptide ; 

- a toutes compositions diagnostiques, prophy lactiques , ou 
30 therapeutiques , comprenant un ou plusieurs peptides, 

notamment antigeniques, tels que precedemment definis, 
ou un ou plusieurs anti-ligands, notamment anticorps des 
peptides, consideres precedemment ; une telle 
composition est pref erentiel lement, et a titre 
35 d' exemple, une composition vaccinal . 
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L' invention s 1 interesse egalement a toute 
composition diagnostique, prophylactique, ou 

therapeutique, notamment pour inhiber 1' expression cMau 
mo ins un agent pathogene et/ou infectant associe a la SEP, 
5 comprenant un fragment nucleotidique tel que precedemment 
defini, ou un polynucleotide, notamment oligonucleotide, 
dont la sequence est partieilement identique a celle dudit 
fragment, sauf a celle du fragment ayant la sequence 
nucleotidique SEQ ID NO 1. De la meme maniere, elle 
10 s'int^resse a toute composition diagnostique, 
prophylactique, ou therapeutique, notamment pour inhiber 
1' expression d'au moins un agent pathogene et/ou infectant 
associe a la PR, comprenant un fragment nucleotidique tel 
que precedemment defini par reference aux genes pol et 
15 gag, et en particulier par rapport aux sequences SEQ ID 
NOS 40, 51, 56, 59, 60, 61, 62 et 89 . 

Selon l 1 invention, ces memes fragments, ou 
polynucleotides , notamment oligonucleotides , peuvent 
entrer dans toutes compositions appropriees, pour 
20 detecter, selon tout procede ou methode convenable, un 
agent pathologique, et/ou infectant, associe 

respect ivement a la SEP et a la PR, dans un 6chantillon 
biologique. Dans un tel procede, on met en contact un ARN 
et/ou un ADN presume appartenir ou provenant dudit agent 
25 pathologique et/ou infectant, et/ou leur ARN et/ou ADN 
complementaire, avec une telle composition. 

La presente invention concerne egalement tout 
procede pour detecter la presence ou l 1 exposition a un tel 
agent pathologique et/ou infectant, dans un echantillon 
30 biologique, en mettant en contact cet Echantillon avec un 
peptide , notamment antigenique , tel que precedemment 
defini, ou un anti-ligand, notamment anticorps de ce 
peptide , tel que precedemment defini- 

En pratique, et par exemple, un dispositif de 
35 detection du virus MSRV-1 comprend un reactif tel que 
precedemment defini, supporte par un support solide, 
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immunologiquement compatible avec le react if, et un moyen 
de mise en contact de 1 'echantillon biologique, par 
exemple un echantillon de sang ou de liquide cephalo- 
rachidien, susceptible de contenir des anticorps 
5 anti-MSRV-l, avec ce reactif, dans des conditions 
permettant une eventuelle reaction immunologique, tout 
ceci avec des moyens de detection du complexe immun forme 

avec ce reactif. 

Pour terminer, 1' invention concerne egalement la 

10 detection d« anticorps anti-MSRV-1, dans un echantillon 
biologique, par exemple un echantillon de sang ou de 
liquide cephalo-rachidien, selon lequel on met en contact 
cet echantillon avec un reactif tel que precedemment 
defini, consistant en un anticorps, dans des conditions 

15 permettant leur eventuelle reaction immunologique, et on 
detecte ensuite la presence du complexe immun ainsi forme 

avec le reactif. 

Avant de detainer 1' invention, differents termes 
utilises dans la description et les revendications sont a 

20 present definis : 

- par souche ou isolat, on entend toute fraction 
biologique infectante et/ou pathogene, contenant par 
exemple des virus et/ou des bacteries et/ou des parasites, 
generant un pouvoir pathogene et/ou antigenique, hebergee 

25 par une culture ou un h6te vivant ; a titre d« exemple, une 
souche virale selon la definition precedente peut contenir 
un agent co-inf ectant, par exemple un protiste pathogene, 

- le terme "MSRV" utilise dans la presente 
description designe tout agent pathogene et/ou inf ectant, 

30 associe a la SEP, notamroent une espece virale, les souches 
attenuees de ladite espece virale, ou les particules 
defectives interf erentes ou contenant des genomes co- 
encapsides ou encore des genomes recombines avec une 
partie du genome MSRV-1, derivees de cette espece. II est 

35 connu que 1 s virus et particulierement les virus 
contenant de l'ARN ont une variability, consecutive 



WO 97/06260 



PCT7FR96/01244 



13 

notamment a des taux relativement eleves de mutation 
spontanee (7) , dont il sera tenu compte ci-apres pour 
definir la notion d ' equivalence, 

- par virus humain, on entend un virus 
5 susceptible d'infecter ou d'etre heberge par l'etre 

humain, 

- compte tenu de toutes les variations et/ou 
recombinaison naturelles ou induites, pouvant etre 
rencontrees dans la pratique de la presente invention, les 

10 objets de cette derniere, definis ci-dessus et dans les 
revendications, ont §te exprimes en comprenant les 
equivalents ou d6riv6s des differents mater iels 
biologiques definis ci-apres, notamment des sequences 
homologues nucleotidiques ou peptidiques, 

15 - le variant d'un virus ou d'un agent pathogene 

et/ou infectant selon 1' invention, comprend au moins un 
antigene reconnu par au moins un anticorps dirige contre 
au moins un antigene correspondant dudit virus et/ou dudit 
agent pathogene et/ou infectant, et/ou un genome dont 

20 toute partie est detectee par au moins une sonde 
d 1 hybridation, et/ou au moins une amorce d* amplification 
nucleotidique spfecifique dudit virus et/ou agent pathogene 
et/ou infectant, comme par exemple pour le virus dit 
MSRV-1, celles ayant une sequence nucleotidique choisie 

25 parmi SEQ ID N° 20 a SEQ ID N° 24, SEQ ID N° 26, 
SEQ ID N° 16 a SEQ ID N° 19, SEQ ID N° 31 a SEQ ID N° 33, 
SEQ ID N° 45, SEQ ID N° 47, SEQ ID N° 48, SEQ ID N° 49, 
SEQ ID N° 50, SEQ ID N° 45 et leurs sequences 

complementaires, dans des conditions d 1 hybridation 

30 dfeterminees bien connues de l'homme de I'art, 

- selon l 1 invention, un fragment nucleotidique ou 
un oligonucleotide ou un polynucleotide est un 
enchainement de monomeres, ou un biopolymere, caracterisS 
par la sequence inf ormationnelle des acides nucleiques 
35 naturels, susceptible de s'hybrider a tout autre fragment 
nucleotidique dans des conditions pred§terminees , 
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l'enchainement pouvant contenir des monomeres de 
structures chimiques differentes et etre obtenu a partir 
d'une molecule d'acide nucleique naturelle et/ou par 
recombinaison genet ique et/ou par synthese chimique ; un 
5 fragment nucleotidique peut etre identique a un fragment 
genomique du virus MSRV-1 considere par la presente 
invention, notamment un gene de ce dernier, par exemple 
pol ou env dans le cas dudit virus ; 

- ainsi un monomere peut etre un nucleotide 
10 naturel d'acide nucleique, dont les elements constitutifs 
sont un sucre, un groupement phosphate et une base azotee; 
dans l'ARN le sucre est le ribose, dans l'ADN le sucre est 
le desoxy-2 -ribose; selon qu'il s'agit de l'ADN ou l'ARN, 
la base azotee est choisie parmi 1' adenine, la guanine, 
15 l'uracile, la cytosine, la thymine; ou le nucleotide peut 
etre modifie dans l'un au moins des trois elements 
constitutifs ; a titre d' exemple, la modification peut 
intervenir au niveau des bases, generant des bases 
modifiees telles que l'inosine, la methyl-5- 
20 desoxycytidine, la desoxyuridine, la 

dimethylamino-5-desoxyuridine, la diamino-2 ,6-purine, la 
bromo-5-desoxyuridine et toute autre base modifiee 
favorisant 1 'hybridation; au niveau du sucre, la 
modification peut consister dans le remplacement d'au 
25 moins un desoxyribose par un polyamide (8) , et au niveau 
du groupement phosphate, la modification peut consister 
dans son remplacement par des esters, notamment choisis 
parmi les esters de diphosphate, d'alkyl et 
arylphosphonate et de phosphorothioate , 
30 - par "sequence inf ormationnelle" , on entend 

toute suite ordonnee de monomeres, dont la nature chimique 
et l'ordre dans un sens de reference, constituent ou non 
une information fonctionnelle de meme qualite que celle 
des acides nucleiques naturels, 
35 _ par hybridation, on entend le processus au 

cours duquel, dans des conditions operatoires appropriees, 
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deux fragments nucleotidiques, ayant des sequences 
suffisamment complement a ires, s'apparient pour former une 
structure complexe, notamment double ou triple, de 
preference sous forme d'helice, 

5 - une sonde comprend un fragment nucleotidique 

synthetise par voie chimique ou obtenu par digestion ou 
coupure enzymatique d'un fragment nucleotidique plus long, 
comprenant au moins six monomeres, avantageusement de 10 a 
100 monomeres, de preference 10 a 30 monomeres, et 

10 possedant une specif icite d 'hybridation dans des 
conditions determinees ; de preference, une sonde 
possedant moins de 10 monomeres n'est pas utilisee seule, 
mais l'est en presence d'autres sondes de taille aussi 
courte ou non ; dans certaines conditions particulieres, 

15 il peut etre utile d'utiliser des sondes de taille 
superieure a 100 monomeres ; une sonde peut notamment etre 
utilisee a des fins de diagnostic et il s • agira par 
exemple de sondes de capture et/ou de detection, 

- la sonde de capture- peut Stre immobilisee sur 
20 un support solide par tout moyen approprie, c'est-a-dire 

directement ou indirectement, par exemple par covalence ou 

adsorption passive, 

- la sonde de detection peut etre marquee au 
moyen d'un marqueur choisi notamment parmi les isotopes 

25 radioactifs, des enzymes notamment choisis parmi la 
peroxydase et la phosphatase alcaline et ceux susceptibles 
d'hydrolyser un substrat chromogene, fluorigene ou 
luminescent, des composes chimiques chromophores , des 
composes chromogenes, fluorigenes ou luminescents , des 

30 analogues de bases nucleotidiques, et la biotine, 

- les sondes utilisees a des fins de diagnostic 
de 1« invention peuvent etre mises en oeuvre dans toutes 
les techniques d' hybridation connues, et notamment les 
techniques dites "DOT— BLOT" (9), " SOUTHERN BLOT" (10), 

35 "NORTHERN BLOT" qui est une technique identique a la 
technique " SOUTHERN BLOT" mais qui utilise de l'ARN comme 
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cible, la technique SANDWICH (11) ; avantageusement , on 
utilise la technique SANDWICH dans la presente invention, 
comprenant une sonde de capture specif ique et/ou une sonde 
de detection specif ique, etant entendu que la sonde de 
5 capture et la sonde de detection doivent presenter une 
sequence nucl§otidique au moins partielleme.nt diff€rente, 

- toute sonde selon la presente invention peut 
s f hybrider in vivo ou in vitro sur I'ARN et/ou sur ^ADN, 
pour bloquer les phenomenes de replication, notamment 

10 traduction et/ou transcription, et/ou pour degrader ledit 
ADN et/ou ARN, 

- une amorce est une sonde comprenant au moins 
six monomeres, et avantageusement de 10 a 30 monomeres, 
possSdant une specificity d 'hybridation dans des 

15 conditions determinees, pour 1' initiation d'une 
polymerisation enzymatique, par exemple dans une technique 
d» amplification telle que la PCR (Polymerase Chain 
Reaction), dans un proc^de d 1 elongation, tel que le 
sequengage, dans une m§thode-de transcription inverse ou 

20 analogue, 

- deux sequences nucleotidiques ou peptidiques 
sont dites equivalentes ou der ivees 1 ' une par rapport a 
l 1 autre, ou par rapport a une sequence de reference, si 
fonctionnellement les biopolymeres correspondants peuvent 

25 jouer sensiblement le meme r61e, sans etre identiques, 
vis-a-vis de 1 1 application ou utilisation consideree, ou 
dans la technique dans laquelle elles interviennent ; sont 
notamment equivalentes deux sequences obtenues du fait de 
la variability naturelle, notamment mutation spontanfee de 

30 l'espSce a partir de laquelle elles ont 6te identifiees, 
ou induite , ainsi que deux sequences homologues , 
l»homologie ytant definie ci-apres, 

- par "variability", on entend toute 
modification, spontan'e ou induite d'une s§quence, 

35 notamment par substitution, et/ou insertion, et/ou 
dyifetion de nucleotides et/ou de fragments nucleotidiques, 
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et/ou extension et/ou racourcissement de la sequence a 
l'une au moins des extremites; une variabilite non 
naturelle peut resulter des techniques de genie genetique 
utilisees, par exemple du choix des amorces de synthese 
5 degenerees ou non, retenues pour amplifier un acide 
nucleique; cette variabilite peut se traduire par des 
modifications de toute sequence de depart, consideree 
comme reference, et pouvant etre exprimees par un degre 
d'homologie par rapport a ladite sequence de reference, 
10 - l'homologie caracterise le degre d'identite de 

deux fragments nucleotidiques ou peptidiques compares ; 
elle se mesure par le pourcentage d'identite qui est 
notamment determine par comparaison directe de sequences 
nucleoditiques ou peptidiques, par rapport a des sequences 
15 nucleotidiques ou peptidiques de reference, 

- ce pourcentage d'identite a ete specif iquement 
determine pour les fragments nucleotidiques, notamment 
clones relevant de la presente invention, homologues aux 
fragments identifies pour le virus MSRV-1 par SEQ ID N° 1 
20 a N° 9, SEQ ID NO 46, SEQ ID NO 51 a SEQ ID NO S3, 
SEQ ID NO 40, SEQ ID NO 56 et SEQ ID NO 57, ainsi que pour 
les sondes et amorces homologues aux sondes et amorces 
identifiees par SEQ ID NO 20 a SEQ ID NO 24, SEQ ID NO 26, 
SEQ ID NO 16 a SEQ ID NO 19 , SEQ ID NO 31 a SEQ ID NO 33, 
25 SEQ ID NO 45, SEQ ID NO 47, SEQ ID NO 48, SEQ ID NO 49, 
SEQ ID NO 50, SEQ ID NO 55, SEQ ID NO 40, SEQ ID NO 56 et 
SEQ ID NO 57 ; a titre d' exemple, le plus faible 
pourcentage d'identite observe entre les differents 
consensus generaux en acides nucleiques obtenus a partir 
30 de fragments d'ARN viral de MSRV-1, issu des lignees LM7PC 
et PLI-2 selon un protocole detaille plus loin, est de 67% 
dans la region decrite a la figure 1, 

- tout fragment nucleotidique est dit equivalent 
ou derive d'un fragment de reference, s'il presente une 
35 sequence nucleotidique equivalente a la sequence du 
fragment de reference ; selon la definition precedente, 
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sont notamment equivalents a un fragment nucleotidique de 
reference : 

(a) tout fragment susceptible de s'hybrider au 
moins partiellement avec le complement du fragment de 

5 reference, 

(b) tout fragment dont 1 ' alignement avec le 
fragment de reference conduit a mettre en evidence des 
bases contigues identiques, en nombre plus important 
qu^vec tout autre fragment provenant d'un autre groupe 

10 taxonomique, 

(c) tout fragment resultant ou pouvant resulter 
de la variability naturelle de I'espece, a partir de 
laquelle il est obtenu, 

(d) tout fragment pouvant resulter des techniques 
15 de genie genetique appliquees au fragment de reference, 

(e) tout fragment, comportant au moins huit 
nucleotides contigus, codant pour un peptide homologue ou 
identique au peptide code par le fragment de reference, 

(f) tout fragment different du fragment de 
20 reference, par insertion, deletion, substitution d'au 

moins un monomere, extension, ou raccourcissement a l*une 
au moins de ses extrfemitfes ; par exemple, tout fragment 
correspondant au fragment de reference, flanque a I'une au 
moins de ses extremites par une sequence nucleotidique ne 
25 codant pas pour un polypeptide, 

- Par polypeptide, on entend notamment tout 
peptide d f au moins deux acides amines, notamment 
oligopeptide , proteine , extrait , sepaffe , ou 
substantiellement isole ou synthitise , par 1 1 intervention 

30 de la main de l^omme, notamment ceux obtenus par synthese 
chimique, ou par expression dans un organisme recombinant, 

- par polypeptide code de maniere partielle par 
un fragment nucleotidique, on entend un polypeptide 
presentant au moins trois acides amines codes par au moins 

35 neuf monomeres contigus compris dans ledit fragment 
nucleotidique , 
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- un acide amine est dit analogue a un autre 
acide amine, lorsque leur caracteristiques physico- 
chimiques respectives, telles que polar ite, 
hydrophobicite, et/ou basicite, et/ou acidite, et/ou 

5 neutrality , sont sensiblement les memes ; ainsi, une 
leucine est analogue a une isoleucine. 

- tout polypeptide est dit equivalent ou derive 
d'un polypeptide de reference, si les polypeptides 
compares ont sensiblement les memes proprietes, et 

10 notamment les memes proprietes antigeniques, 
immunologiques , enzymologiques et/ou de reconnaissance 
moleculaire ; est notamment equivalent a un polypeptide de 
reference : 

(a) tout polypeptide possedant une sequence dont 
15 au moins un acide amine a £te substitue par un acide amine 

analogue, 

(b) tout polypeptide ayant une sequence 
peptidique equivalente, obtenue par variation naturelle ou 
induite dudit polypeptide de reference, et/ou du fragment 

20 nucleotidique codant pour ledit polypeptide, . 

(c) un mimotope dudit polypeptide de r€f6rence, 

(d) tout polypeptide dans la sequence duquel un 
ou plusieurs acides amines de la s£rie L sont remplaces 
par un acide amine de la sferie D, et vice versa, 

25 (e) tout polypeptide dans la sequence duquel on a 

introduit une modification des chalnes laterales des 
acides amines, telle que par exemple une ac§tylation des 
fonctions amines, une carboxylation des fonctions thiol, 
une ester if ication des fonctions carboxyliques, 

30 (f) tout polypeptide dans la sequence duquel une 

ou des liaisons peptidiques ont ete modifiees, comme par 
exemple les liaisons carba, rfrtro, inverso, retro-inverso, 
reduites, et mfethylene-oxy , 

(g) tout polypeptide dont au moins un antigene 

35 est reconnu par anticorps dirigfe contre un polypeptide de 
reference, 
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- le pourcentage d'identite caracterisant 
l'homologie de deux fragments peptidiques compares est 
selon la presente invention d'au moins 50% et de 
preference au moins 70 %. 
5 Etant donne qu'un virus possedant une activite 

enzymatique transcriptase inverse peut etre gfenetiquement 
caract^rise aussi bien sous forme d'ARN que d'ADN, il sera 
fait mention aussi bien de 1 1 ADN que de l'ARN viral pour 
caract€riser les sequences relatives a un virus possedant 
10 une telle activite transcriptase inverse, dit MSRV-1 selon 
la presente description. 

Les expressions d'ordre utilisees dans la 
presente description et les revendi cat ions, telles que 
"premiere sequence nucleotidique" ne sont pas retenues 
15 pour exprimer un ordre particulier, mais pour definir plus 
clairement 1' invention. 

Par detection d'une substance ou agent, on entend 
ci-apres aussi bien une identification, qu f une 
quantification, ou une separation ou isolement de ladite 
20 substance ou dudit agent. 

L 1 invention sera mieux comprise a la lecture de 
la description detaillee qui va suivre faite en reference 
aux figures annex^es dans lesquelles : 

- la figure 1 represente des consensus g&neraux 
25 en acides nucleiques des clones MSRV-1B amplifies par la 

technique PGR dans la region "pol" definie par Shih (12), 
a partir d' ADN viral issu des lignees LM7PC et PLI-2, et 
identifies sous les references SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 4, 
SEQ ID NO 5, et SEQ ID NO 6, et le consensus commun avec 
30 amorces d f amplification portant la reference SEQ ID NO 7, 

- la figure 2 donne la definition d f une trame de 
lecture f onctionnelle pour chaque famille de type 
MSRV-1B/"PCR pol", lesdites families A a D §tant d€finies 
respectivement par les sequences nucl^otidiques SEQ ID NO 

35 3, SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 5, et SEQ ID NO 6, dScrites a la 
figure 1, 
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- la figure 3 donne un exemple de consensus des 
sequences de MSRV-2B, identifiS par SEQ ID NO 11, 

- la figure 4 est une representation de 
l ! activite transcriptase inverse (RT) en dpm 
(disintegration par minute) , dans les fractions de 
saccharose prfelevees sur un gradient de purification des 
virions produits par les lymphocytes B en culture d'un 
patient atteint de SEP, 

- la figure 5 donne, dans les mimes conditions 
exprimentales qu f a la figure 4, le dosage de l'activite 
transcriptase inverse dans la culture d f une lignee de 
lymphocytes B obtenue a partir d»un temoin exempt de SEP, 

- la figure 6 represente la sequence 
nucleotidique du clone PSJ17 (SEQ ID NO 9) , 

- la figure 7 represente la sequence 
nucleotidique SEQ ID NO 8 , du clone denomme M003-P004, 

- la figure 8 represente la sequence 
nucleotidique SEQ ID NO 2 du clone Fll-1 ; la partie 
reperfee entre les deux f leches dans la region de 1' amorce 
correspond a une variability imposee par le choix de 
1' amorce ayant servi au clonage de Fll-1 ; sur cette meme 
figure, la traduction en acides amines est representee, 

- la figure 9 represente la sequence 
nucleotidique SEQ ID NO 1, et une trame f onctionnelle de 
lecture possible en acides amines de SEQ ID NO 1; sur 
cette sequence, les sequences consensus du gene pol sont 
soulignees, 

- les figures 10 et 11 donnent les resultats 
d»une PCR, sous forme de photographie sous luraiere 
ultra-violette d«un gel d 1 agarose impregne de bromure 
d'ethidium, des produits d 1 amplification obtenus a partir 
des amorces identifiees par SEQ ID NO 16, SEQ ID NO 17, 
SEQ ID NO 18, et SEQ ID NO 19. 

- la figure 12 donne une representation 
matricielle de l^omologie entre SEQ ID NO 1 de MSRV-l et 
celle d'un retrovirus endogene denomme HSERV9 ; cette 
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homologie d'au moins 65 % est mise en Evidence par un 
trait plein, 1" absence de trait signifiant une homologie 
infer ieure a 65 % ; 

- la figure 13 represente la sequence 
5 nucieotidique SEQ ID NO 46 du clone FBd3, 

- la figure 14 represente 1' homologie de sequence 
entre le clone FBd3 et le retrovirus HSERV-9 ; 

- la figure 15 represente la sequence 
nucieotidique SEQ ID NO 51 du clone t pol ; 

!0 - les figures 16 et 17 representent 

respect ivement les sequences nucleotidiques SEQ ID NO 52 
et SEQ ID NO 53, des clones JLBcl et JLBc2 
respectivement ; 

- la figure 18 represente 1' homologie de sequence 
15 entre le clone JLBcl et le clone FBd3, 

- et la figure 19 1" homologie de sequence entre 
le clone JLBc2 et le clone FBd3 ; 

- la figure 20 represente l'homologie de sequence 
entre les clones JLBcl et JLBc2 ; 

20 - les figures 21 et 22 representent l'homologie 

de sequence entre le retrovirus HSERV-9, et respectivement 
les clones JLBcl et JLBc2 ; 

- la figure 23 represente la sequence 
nucieotidique SEQ ID NO 56 du clone GM3 ; 

25 - la figure 24 represente l'homologie de sequence 

entre le retrovirus HSERV-9 et le clone GM3 ; 

- la figure 25 represente la localisation des 
differents clones etudies, par rapport au genome du 
retrovirus connu ERV9 ; 

30 - la figure 26 represente la position des 

clones Fll-1, M003-P004, MSRV-1B et PSJ17 dans la region 
denommee ci-apres MSRV-1 pol * ; 

- la figure 27, eclatee en trois figures 
successives 27a, 27b, 27c represente un cadre de lecture 

35 possible, couvrant 1' ensemble du gene pol ; 
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- la figure 28 represente selon SEQ ID NO 40, la 
sequence nucl^otidique codant pour le fragment peptidique 
POL2B , ayant la sequence en acides amines identifiee par 
SEQ ID NO 39 ; 

5 - la figure 29 represente les valeur de DO 

(tests ELISA) a 492 nm obtenues pour 29 serums de 
patients SEP et 32 serums de temoins sains testes avec un 
anticorps anti-IgG ; 

- la figure 3 0 represente les valeur s de DO 
10 (tests ELISA) a 492 nm obtenues pour 3 6 serums de patients 

SEP et 42 serums de temoins sains testes avec un anticorps 
anti-IgM ; 

- les figures 31 a 33 representent les resultats 
obtenus (intensite relative des spots) pour 

15 4 3 octapeptides chevauchants couvrant la sequence en 
acides amines 61-110, selon la technique Spotscan, 
respectivement avec un pool de serums de SEP, avec un pool 
de scrums temoins et avec le pool de serums SEP apres 
deduction d'un bruit de fond correspondant au signal 

20 maximum detecte sur au moins un octapeptide avec le serum 
tfemoin (intensite = 1) , etant entendu que ces serums ont 
fete dilues au l/50eme. La barre a l f extreme droite 
represente un standard d'echelle graphique sans rapport 
avec le test s&rologique ; 

25 - la figure 34 represente les SEQ ID NO 41 et 

SEQ ID NO 42 de deux polypeptides comprenant 
immuno-dominantes, tandis que SEQ ID NO 43 et 44 
representent des polypeptides immuno-reactif s et 
specifiques S la SEP ; 

30 - la figure 35 represente la sequence 

nuclfeotidique SEQ ID NO 59 du clone LB19 et trois trames 
de lecture potentielles en acides amines de SEQ ID NO 59 ; 

- la figure 36 repr€s nte la sequence 
nuclfeotidique SEQ ID NO 88 (GAG*) et une trame de lecture 
35 pot ntielle en acides amines de SEQ ID NO 88 ; 
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- la figure 37 represente l'homologie de sequence 
entre le clone FBdl3 et le retrovirus HSERV-9 ; selon 
cette representation, le trait plein signifie un 
pourcentage d^omologie superieur ou egal a 70% et 

5 1 • absence de trait signifie un pourcentage d 1 homologie 
inf ferieur ; 

- la figure 38 represente la sequence 
nuclSotidique SEQ ID NO 61 du clone FP6 et trois trames de 
lecture potent ielles en acides amines de SEQ ID NO 61 ; 

10 - la figure 39 represente la sequence 

nuclfeotidique SEQ ID NO 89 du clone G+E+A et trois trames 
de lecture potentielles en acides amines de SEQ ID NO 89 ; 

- la figure 40 represente un cadre de lecture 
trouve dans la region E et codant pour une protease 

15 retrovirale MSRV-1 identififee par SEQ ID NO 90 ; 

- la figure 41 represente la rfeponse de chaque 
serum de patients atteints de SEP indique par le symbole 
(+) et de patients sains symbolise par (-) , teste avec un 
anticorps anti-IgG exprimee en density optique nette a 492 

20 nm; 

- la figure 42 represente la reponse de chaque 
sferum de patients atteints de SEP indique par les symboles 
(+) et (QS) et de patients sains (-) , teste avec un 
anticorps anti-IgM exprimee en densite optique nette a 492 

25 nm. 

EXEMPLE 1 : OBTENTION DE CLONES DENOMMES MSRV-1B 
ET MSRV-2B, DEPINISSANT RESPECTIVEMENT UN RETROVIRUS 
MSRV-1 ET UN AGENT CO-INFECTANT MSRV2, PAR AMPLIFICATION 
30 PCR "NICHEE" DBS REGIONS POL CONSERVEES DES RETROVIRUS, 
SUR DES PREPARATIONS DE VIRIONS ISSUES DES LIGNEES LM7PC 
ET PLI-2 

Une technique PCR derivee de la technique publie 
35 par Shih (12) a §te utilis^e. Cette technique permet, par 
traitement de tous les composants du milieu reactionnel 
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par la DNase, d'eliminer toute trace d'ADN contaminant, 
Elle permet parallelement, par 1 'utilisation d ' amorces 
differentes mais chevauchantes dans deux series 
successives de cycles d 1 amplifications PCR, d f augmenter 

5 les chances d 1 amplifier un ADNc synthetisS a partir d'une 
quantite d* ARN faible au depart et encore reduite dans 
I'echantillon par lection parasite de la DNAse sur l'ARN. 
En effet, la DNase est utilisee dans des conditions 
d*activite en exces qui permettent d'eliminer toute trace 

10 d'ADN contaminant, avant inactivation de cette enzyme 
restant dans 1 ' echantillon par chauffage a 85°C pendant 10 
minutes. Cette variante de la technique PCR decrite par 
Shih (12), a fete utilisee sur un ADNc synthetise a partir 
des acides nucleiques de fractions de particules 

15 infectantes purifiees sur gradient de saccharose, selon la 
technique decrite par H. Perron (13), a partir de l'isolat 
n POL-2 M (ECACC n°V92072202) produit par la lignee PLI-2 
(ECACC n°92072201) d ! une part, et a partir de l'isolat 
MS7PG (ECACC n°V93010816) produit par la lignee LM7PC 

20 (ECACC n° 93 0108 17) d f autre part. Ces cultures ont ete 
obtenues selon les m£thodes ayant fait l'objet des 
demandes de brevet publiees sous les n° WO 93/20188 et 
WO 93/20189. 

Apres clonage avec le TA Cloning Kit® des 
25 produits amplifies par cette technique et analyse de la 
sequence a l'aide d'un sfequenseur automatique 
"Automatic Sequencer, modele 373A" d 1 Applied Biosystems, 
les sequences ont fete analysees a l^ide du logiciel 
Geneworks®, sur la derniere version disponible de la 
30 banque de donnees Genebank®. 

Les sequences donees et sequencees a partir de 
ces echanti lions correspondent notamment a deux types de 
sequences: un premier typ de sequence, retrouve dans la 
majorite des clones (55 % des clones issus des isolats 
35 POL-2 des cultur PLI-2, et, 67 % des clones issus des 
isolats MS7PG d s cultures LM7PC) , qui correspond a une 
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famille de sequences "pol" proches mais dif f erentes du 
retrovirus endogene humain denomme ERV-9 ou HSERV-9, et un 
second type de sequence qui correspond a des sequences 
tres fortement homologues a une sequence attribute a un 
5 autre agent infectant et/ou pathogene denomme MSRV-2. 

Le premier type de sequences representant la 
majorite des clones est constitute de sequences dont la 
variability permet de def inir quatre sous-families de 
sequences. Ces sous-families sont suf f isamment proches 
10 entre elles pour qu'on puisse les considerer comme des 
quasi-especes provenant d'un meme retrovirus, tel que cela 
est bien connu pour le retrovirus HIV-1 (14), ou comme le 
resultat de 1 1 interference avec plusieurs provirus 
endogenes co-regules dans les cellules productrices. Ces 
15 elements endogenes plus ou moins defectifs sont sensibles 
aux mfemes signaux de regulation generes eventuellement par 
un provirus replicatif, puisqu f ils appartiennent a la m§me 
famille de retrovirus endogenes (15) . Cette nouvelle 
famille de retrovirus endogenes ou, alternativement , cette 
20 nouvelle espece retrovirale dont on a obtenu en culture la 
generation de quasi-especes, et qui contient un consensus 
des sequences decrites ci-dessous est denommee MSRV-1B, 

Dans la figure 1 sont presentes les consensus 
generaux des sequences des differents clones MSRV-1B 
25 sequences lors de cette experience , ces sequences etant 
respectivament identifiees par SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 4, 
SEQ ID NO 5, et SEQ ID NO 6. Ces sequences presentent une 
homologie en acides nucieiques allant de 70 % a 88 % avec 
la sequence HSERV9 refer encee X57147 et M37 638 dans la 
30 base de donnees Genebank®. Quatre sequences nucieiques 
"consensus" representatives de dif f erentes quasi-especes 
d • un retrovirus MSRV-1B eventuellement exogene , ou de 
dif f erentes sous-families d • un retrovirus endogene 
MSRV-1B, ont ete definies. Ces consensus representatif s 
35 sont presentes dans la figure 2, avec la traduction en 
acides amines. Une trame de lecture f onctionnelle existe 
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pour chaque sous-f amille de ces sequences MSRV-1B, et 1 1 on 
peut voir que la trame de lecture ouverte f onctionnelle 
correspond a chaque fois & la sequence en acides amines 
venant en deuxieme ligne sous la sequence en acide 
5 nucleiques. Le consensus general de la sequence tfSRV-lB, 
identifie par SEQ ID NO 7 et obtenu par cette technique 
PCR dans la region "pol" est presente dans la figure 1. 

Le deuxieme type de sequence representant la 
majorite des clones sequences est represents par la 
10 sequence MSRV-2B presentee dans la figure 3 et identifiee 
par SEQ ID NO 11. Les differences observees dans les 
sequences correspondant aux amorces PCR s f expliquent par 
1 •utilisation d 1 amorces degenerees en melange utilisees 
dans des conditions techniques differentes. 
15 La sequence MSRV-2B (SEQ ID NO 11) est 

suffisamment divergente des sequences retrovirales dSja 
decrites dans les banques de donnees pour qu'on puisse 
avancer qu'il s'agit d f une region de sequence appartenant 
a un nouvel agent infectant, denomme MSRV-2- Cet agent 
20 infectant s 1 apparenterait a priori, d'apres l 1 analyse des 
premiferes sequences obtenues, a un retrovirus, mais, fetant 
donn&e la technique utilisee pour obtenir cette sequence, 
il pourrait aussi s r agir d'un virus a ADN dont le genome 
code pour une enzyme qui possede accessoirement une 
25 activity transcriptase inverse comme c'est le cas, par 
exemple, pour le virus de 1' hepatite B, HBV (12). De plus, 
le caractere al^atoire des amorces degenerees utilisees 
pour cette technique d 1 amplification PCR peut tres bien 
avoir permis, du fait d 1 homologies de sequences imprevues 
30 ou de sites conserves dans le gene d'une enzyme 
apparent&e, 1 •amplification d'un acide nucleique provenant 
d«un agent pathogene et/ou co-infectant prokaryote ou 
eukaryote (protiste) . 



35 
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EXEMPLE 2 : OBTENTION DE CLONES DENOMMES MSRV-1B 
ET MSRV-2B/ DEFINISSANT UNE FAMILLE MSRV-1 et MSRV2, PAR 
AMPLIFICATION PCR "NICHEE" DES REGIONS POL CONSERVEES DES 
RETROVIRUS , SDR DES PREPARATIONS DE LYMPHOCYTES B D • UN 
5 NOUVEAU CAS DE SEP 

La m§me technique PCR modifiee d'apres la 
technique de Shih (12) a ete utilisee pour amplifier et 
sequencer le materiel nucleique ARN present dans une 

10 fraction de virions pur if iee au pic d 1 activity 
transcriptase inverse "de type LM7" , sur gradient de 
saccharose selon la technique decrite par H. Perron (13), 
et selon les protocoles mentionnes dans l^xemple 1, & 
partir d'une lignee lymphoblastoide spontanee, obtenue par 

15 auto-immortalisation en culture de lymphocytes B d'un 
patient SEP seropositif pour le virus 

d"Epstein-Barr (EBV) , apres mise en culture des cellules 
lymphoxdes sanguines dans un milieu de culture approprie 
contenant une concentration appropriee de cyclosporine A. 

20 Une representation de I'activite transcriptase inverse 
dans les fractions de saccharose prelevees sur un gradient 
de purification des virions produits par cette lignee est 
pr6sent€e dans la figure 4. De meme, les surnageants de 
culture d'une lignee B obtenue dans les m§mes conditions a 

25 partir d'un t£moin exempt de SEP ont ete traites dans les 
m&mes conditions , et le dosage de I'activite transcriptase 
inverse dans les fractions du gradient de saccharose s'est 
av6r§ negatif partout (bruit de fond) et est presente dans 
la figure 5, La fraction 3 du gradient correspondant a la 

30 lignie B de SEP et la meme fraction sans activity 
transcriptase inverse du gradient temoin non-SEP, ont §te 
analys§es par la meme technique RT-PCR que precedemment , 
derivfee de Shih (12) , suivie des memes etapes de clonage 
et de sequengage tels que decrites dans I'exemple !• 

35 II est tout a fait notable que les sequences de 

type MSRV-1 et MSRV-2 soient retrouvees dans le seul 
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materiel associe a un pic d'activite transcriptase inverse 
"de type LM7" provenant de la lignee lymphoblastolde B de 
SEP. Ces sequences n'ont pas ete retrouvees avec le 
materiel de la lignSe lymphoblastoide B temoin (non-SEP) 

5 dans 26 clones recombinants pris au hasard. Seules les 
sequences contaminantes de type Mo-MuLV provenant de la 
transcriptase inverse commerciale utiiisee pour I'etape de 
synthese de 1'ADNc et des sequences sans analogie 
rfetrovirale particuliSre ont ete retrouvees chez ce 

10 temoin, du fait de 1 1 amplification "consensus" des 
sequences de polymerases homologues que realise cette 
technique PCR. De plus, 1 • absence de cible concentrSe qui 
fait competition pour la reaction d 1 amplification dans 
1 ' echantillon temoin permet 1 • amplification de 

15 contaminants dilues. La difference de resultats est a 
l^vidence hautement significative (chi-2, p<0,001). 

EXEMPLE 3 : OBTENTION D'UN CLONE PSJ17, 

20 DEFINISSANT UN RETROVIRUS MSRV-1, PAR REACTION DE 
TRANSCRIPTASE INVERSE ENDOGENE SUR UNE PREPARATION DE 
VIRION ISSUE DE LA LIGNEE PLI-2. 

Cette approche vise a obtenir des sequences d'ADN 
25 retrotranscrites a partir de l f ARN suppose retroviral dans 
l^solat, en utilisant l'activite transcriptase inverse 
presente dans ce meme isolat. Cette activity transcriptase 
inverse ne peut theoriquement fonctionner qu'en presence 
d f un ARN retroviral, lie a un ARNt amorce ou hybride a des 
30 brins courts d 1 ADN deja rfetro-transcrits dans les 
particules retrovirales (16). Ainsi l'obtention de 
sequences retrovirales specif iques dans un materiel 
contamine par des acides nucl^iques cellulaires, a ete 
optimisee selon ces auteurs grSce a 1 1 amplification 
35 enzymatique sp§cifique des portions d* ARN viraux par une 
activite transcriptase inverse virale, Les auteurs ont 
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pour cela, determine les conditions physico-chimiques 
particulieres dans lesquelles cette activite enzymatique 
de transcription inverse sur des ARN contenus dans des 
virions pouvait etre effective in vitro. Ces conditions 
5 correspondent a la description technique des protocoles 
presentes ci-dessous (reaction de RT endogene, 
purification, clonage et sequencage) . 

L'approche moleculaire a consists a utiliser une 
preparation de virion concentre, mais non purifie, obtenu 
10 a partir des surnageants de culture de la lignee PLI-2 
prepares selon la methode suivante : les surnageants de 
culture sont collectes deux fois par semaine, 
pre-centrifuges a 10 000 trs/min pendant 30 minutes pour 
eliminer les debris cellulaires, et ensuite, congeles 
15 a -80 °C ou utilises tels quels pour les etapes suivantes. 
Les surnageants frais ou decongeles sont centrifuges sur 
un coussin de PBS-glycerol 30% a 100 OOOg 
(ou 30 000 trs/min dans un rotor LKB— HITACHI de type 45 T) 
pendant 2h a 4°C. Apres elimination du surnageant, le 
20 culot sedimente est repris dans un petit volume de PBS et 
constitue la fraction de virion concentre, mais non 
purifie. Cet echantillon viral concentre mais non purifie 
a ete utilise pour effectuer une reaction dite de 
transcription inverse endogene, telle que decrite 
25 ci-apres. 

Un volume de 200 Ml de virion purifie selon le 
protocole decrit ci-dessus et contenant une activite 
transcriptase inverse d' environ 1-5 millions de dpm est 
decongele a 37 °C jusqu'a apparition d'une phase liquide, 

30 puis place sur de la glace. Un tampon 5 fois concentre a 
ete prepare avec les composants suivants: Tris-HCl pH 8,2, 
500 mM; NaCl 75 mM; MgC12 25 mM; DTT 75 mM et NP 40 
0,10 % ; 100 Ml de tampon 5X + 25 Ml d'une solution de 
dATP lOOmM + 25 Ml d'une solution de dTTP 100 mM + 25 Ml 

35 d'une solution de dGTP 100 mM + 25 Ml d'une solution de 
dCTP 100 mM + 100 Ml d'eau distill'e sterile + 200 m! de 
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la suspension de virions (activite T.I. de 5 millions de 
DPM) dans le PBS ont ete melanges et incubes a 42 °C 
pendant 3 heures. Apres cette incubation le melange 
r^actionnel est directement ajoute a un melange tamponne 
5 phenol /chlor of orme/alcool isoamylique (Sigma ref. P 3803) ; 
la phase aqueuse est collectee et un volume d'eau 
distillee sterile est ajoute a la phase organique pour 
re-extraire le materiel nucleique residuel. Les phases 
aqueuses collectees sont regroupees et les acides 
10 nucleiques contenus sont precipites par addition d' acetate 
de sodium 3M, pH 5,2 au 1/10 de volume + 2 volumes 
d'ethanol + 1 Ml de glycogene (Boehringer-Mannheim 
ref. 901 393) et mise a -20°C de 1 ' echantillon pendant 4h 
ou la nuit a +4°C. Le precipite obtenu apres 
15 centrifugation est ensuite lave avec de l'Sthanol a 70% et 
resuspendu dans 60 ml d'eau distillee. Les produits de 
cette reaction ont ensuite ete purifies , clones et 
sequences selon le protocole decrit ci-apres: des ADN 
bouts francs avec des adenines non-appariees aux 
20 extremites ont ete generes: une reaction de "remplissage" 
a d'abord ete effectuee: 25 ^1 la solution d'ADN 

precedemment purifiee ont ete melanges avec 2 /il d'une 
solution 2,5 mM contenant, en quant ite equimolaire, 
dATP + dGTP + dTTP + dCTP / 1 Ml d 1 ADN polym§rase T4 
25 (Boehringer-Mannheim ref. 1004 786) / 5 p.1 de 10X 
"incubation buffer for restriction enzyme" (Boehringer- 
Mannheim ref. 1417 975) / 1 fil d'une solution a 1 % de 
serum-albumine bovine / 16 /ul d'eau distillee sterile. Ce 
melange a et6 incubfe 20 minutes a 11 °C. 50 /xl de tampon TE 
30 et 1 pi de glycogfene (Boehringer-Mannheim ref. 901 393) y 
ont ete ajoutes avant extraction des acides nucleiques 
avec du phenol /chlorof orme/alcool isoamylique 

(Sigma ref. P 3803), et precipitation a l'acState de 
sodium comme d§crit precedemment. L 1 ADN pr6cipit€ apres 
35 centrifugation est resuspendu dans 10 fil de tampon 10 mM 
Tris pH 7,5. Puis, 5 ul de cette suspension ont ete 
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melanges avec 20^1 de tampon Taq 5X, 20 /ul de 5mM dATP, 
1 nl (5U) de Taq ADN polymerase (Amplitaq™) t 54 Ml 
d'eau distillee sterile. Ce melange est incube 2 h a 75°C 
avec un film d'huile a la surface de la solution. L' ADN en 
5 suspension dans la solution aqueuse prelevee en dessous du 
film d'huile apres incubation est precipite comme decrit 
precedemment et resuspendu dans 2 /xl d'eau distillee 
sterile. L 1 ADN obtenu a ete insere dans un plamide a 
l'aide du kit TA Cloning™. Les 2 Ml de solution d'ADN ont 
10 ete melanges avec 5 (il d'eau distillee sterile, ljil d'un 
tampon de ligation 10 fois concentre "10X LIGATION 
BUFFER", 2 Ml de "pCR™ VECTOR" (25 ng/ml) et 1 Ml de "TA 
DNA LIGASE". Ce melange a ete incube une nuit a 12 °C. Les 
etapes suivantes ont ete realisees conformement au 
15 instructions du kit TA Cloning® (British Biotechnology) . A 
la fin de la procedure, les colonies blanches de bacteries 
recombinantes (white) ont ete repiquees pour etre 
cultivees et permettre 1' extraction des plasmides 
incorpores selon la procedure dite de "miniprep" (17) . La 
20 preparation de plasmide de chaque colonie recombinante a 
ete coupee par une enzyme de restriction appropriee et 
analysee sur gel d' agarose. Les plasmides possedant un 
insert detecte sous lumiere UV apres marquage du gel au 
bromure d'ethidium, ont ete select ionnes pour le 
25 sequencage de 1' insert, apres hybridation avec une amorce 
complementaire du promoteur Sp6 present sur le plasmide de 
clonage du TA cloning kit®. La reaction prealable au 
sequencage a ensuite ete effectuee selon la methode 
preconisee pour 1 1 utilisation du kit de sequencage "Prism 
30 ready reaction kit dye deoxyterminator cycle sequencing 
kit" (Applied Biosystems, ref. 4 01384) et le sequencage 
automatique a ete realise avec l'appareil 
"Automatic Sequencer, modele 373 A" Applied Biosystems, 
selon les instructions du fabricant. 
35 L' analyse discriminante sur les banques de 

donnees inf ormatiques des sequences donees a partir des 
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fragments d 1 ADN presents dans le melange reactionnel a 
permis de mettre en evidence une sequence de type 
retroviral, Le clone correspondant PSJ17 a ete entierement 
sequence et la sequence obtenue, presentee dans la 

5 figure 6 et "identifi^e apr SEQ ID N°9, a 6te analysee a 
l f aide du logiciel "Geneworks® 11 sur les banques de donnees 
actualisees "Genebank®" . L' analyse des banques de donnees 
n'a pas permis de trouver de sequence identique d&ja 
decrite. Seule une homologie partielle a pu etre retrouvee 

10 avec certains Elements retroviraux connus. L 1 homologie 
relative la plus interessante concerne un retrovirus 
endogene denomme ERV-9, ou HSERV-9, selon les 
references (18) . 

15 

EXEMPLE 4 : AMPLIFICATION PCR DE LA SEQUENCE 
NUCLEI QUE CONTENUE ENTRE LA REGION 5 1 DEFINIE PAR LE CLONE 
"POL MSRV-1B" ET LA REGION 3 • DEFINIE PAR LE CLONE PS J17 . 

Cinq oligonucleotides, M001, M002-A, M003-BCD, 
P004 et P005 f ont ete definis pour amplifier de 1 1 ARN 
provenant de virions purifies POL-2. Des reactions de 
contrdle ont ete effectuees de maniere a contr61er la 
presence de contaminants (reaction sur de l'eau) ♦ 
L 1 amplification consiste en une etape de RT-PCR selon le 
protocole deer it dans l'Exemple 2, suivie d'une PCR 
"nichee" selon le protocole PCR decrit dans le document 
Ep-a-0 569 272. Dans le premier cycle RT-PCR, les amorces 
M001 et P004 ou POOS sont utilisSes. Dans le deuxieme 
cycle PCR, les amorces M002-A ou M003-BCD, et l 1 amorce 
P004 sont utilisees. Les amorces sont positionnees 
comme suit : 

M002-A 
MOO 3 -BCD 

M001 P004 POOS 
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ARN 

POL-2 

< > < > 

5 pol MSRV-1B PSJ17 
Leur composition est : 

amorce M001: GGTCITICCICAIGG (SEQ ID NO 20) 

amorce M002-A: TTAGGGATAGCCCTCATCTCT (SEQ ID NO 21) 

amorce M003-BCD: TCAGGGATAGCCCCCATCTAT (SEQ ID NO 22) 
10 amorce P004: AACCCTTTGCCACTACATCAATTT (SEQ ID NO 23) 

amorce P005: GCGTAAGGACTCCTAGAGCTATT (SEQ ID NO 24) 

lie produit d ' amplification "nichee" obtenu et 

denomme M003-P004 est presente dans la figure 7, et 

correspond a la sequence SEQ ID NO 8. 

15 

FYFMPT.T; s : AMPLIFICATION ET CLONAGE D'UNE 
PORTION DU GENOME RETROVIRAL ' MSRV-1 A L • AIDE D'UNE 
SEQUENCE DEJA IDENTIFIEE, DANS UN ECHANTILLON DE VIRUS 
20 PURIPIE AU PIC D'ACTIVITE TRANSCRIPTASE INVERSE 

Une technique PCR derivee de la technique publiee 
par Frohman (19) a ete utilisee. La technique derivee 
permet, a l'aide d'une amorce specif ique en 3' du genome a 

25 amplifier, d'elonguer la sequence vers la region 5' du 
genome a analyser. Cette variante technique est decrite 
dans la documentation de la firme "Clontech Laboratories 
Inc., (Palo-Alto California, USA) fournie avec son produit 
n 5 ' — AmpliFINDER™ RACE Kit", qui a ete utilise sur une 

30 fraction de virion purifie comme deer it pr ecedemment . 

Les amorces 3' specif iques utilisees dans le 
protocole du kit pour la synthese du cDNA et 
1* amplification PCR sont respect ivement complement a ires 
aux sequences MSRV-1 suivantes : 

35 cDNA : TCATCCATGTACCGAAGG (SEQ ID N°25) 

amplification : ATGGGGTTCCCAAGTTCCCT (SEQ ID N°26) 
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Les produits issus de la PCR ont ete purifies 
apres purification sur gel d 1 agarose selon les methodes 
conventionnelles (17), puis resuspendus dans 10 ml d'eau 
5 distillee. Une des proprieties de la polymerase Taq 
consistant a a j outer une adenine a l'extemit^ 3* de chacun 
des deux brins d f ADN, I'ADN obtenu a ete directement 
insere dans un plamide a l'aide du kit TA Cloning™ 
(British Biotechnology) . Les 2 jLtl de solution d'ADN ont 

10 ete melanges avec 5 /xl d'eau distillee sterile, 1 /il d'un 
tampon de ligation 10 fois concentre n 10X LIGATION 
BUFFER" , 2 ^1 de "pCR™ VECTOR" (25 ng/ml) et 1 pi de 
"TA DNA LIGASE", Ce melange a ete incub€ une nuit a 12 °C. 
Les etapes suivantes ont 6te realisees conf ormement au 

15 instructions du kit TA Cloning® (British Biotechnology) . A 
la fin de la procedure, les colonies blanches de bacteries 
recombinantes (white) ont ete repiquees pour etre 
cultivees et permettre 1 1 extraction des plasmides 
incorpores selon la procedure dite de "miniprep" (17) . La 

20 preparation de plasmide de chaque colonie recombinante a 
et£ coupee par une enzyme de restriction appropriee et 
analysSe sur gel d 1 agarose. Les plasmides possedant un 
insert dfrtecte sous lumiere UV apres marquage du gel au 
bromure d'ethidium, ont ete selectionnSs pour le 

25 sequen?age de !• insert, apres hybridation avec une amorce 
complement a ire du promoteur Sp6 present sur le plasmide de 
clonage du TA Cloning Kit®. La reaction prealable au 
sequengage a ensuite §te effectuee selon la methode 
preconisee pour 1 'utilisation du kit de sequen?age 

30 "Prism ready reaction kit dye deoxyterminator cycle 
sequencing kit" (Applied Biosystems, ref, 401384) et le 
sequengage automatique a ete realist avec l'appareil 
"Automatic Sequencer, modele 373 A" Applied Biosystems 
selon les instructions du fabricant. 

35 Cette technique a d'abord "t6 appliqu^e Bl deux 

fractions de virion purifie comme decrit ci-apres, sur 
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saccharose a partir de l'isolat "POL-2" produit par la 
lignee PLI-2 d'une part, et a partir de l'isolat MS7PG 
produit par la lignee LM7PC d' autre part. Les surnageants 
de cultures sont collectes deux fois par semaine, 
5 pre-centrifuges a 10 000 trs/min pendant 30 minutes pour 
eliminer les debris cellulaires, et ensuite, congeles 
a -80°C ou utilises tels quels pour les etapes suivantes. 
Les surnageants frais ou decongeles sont centrifuges sur 
un coussin de PBS-glycerol 30% a 100 OOOg (ou 
10 30 000 trs/min dans un rotor LKB-HITACHI de type 45 T) 
pendant 2 h a 4°C. Apres elimination du surnageant, le 
culot sedimente est repris dans un petit volume de PBS et 
constitue la fraction de virions concentres, mais non 
purifies. Le virus concentre est ensuite depose sur un 
15 gradient de sucrose dans un tampon PBS sterile (15 a 
50 % poids/poids) et ultracentrifuge a 35 000 trs/min 
(100 OOOg) pendant 12 h a +4°C dans un rotor a godets. 10 
fractions sont recueillies et 20 ftl sont preleves dans 
chaque fraction apres homogeneisation pour y doser 
20 l'activite transcriptase inverse selon la technique 
decrite par H. Perron (3). Les fractions contenant le pic 
d'activite RT "de type LM7" sont ensuite diluees dans du 
tampon PBS sterile et ultracentrifugees une heure a 
35 000 trs/min (100 OOOg) pour sedimenter les particules 
25 virales. Le culot de virion purifie ainsi obtenu est alors 
repris dans un petit volume d'un tampon adequat pour 
1' extraction d'ARN. La reaction de synthese de cDNA 
mentionnee plus haut est realisee sur cet ARN extrait de 
virion extracellulaire purifie. L' amplification PCR selon 
30 la technique citee plus-haut a permis d'obtenir le 
clone Fl-11 dont la sequence identifiee par SEQ ID NO 2, 
est presentee dans la figure 8. 

Ce clone permet de definir, avec les differents 
clones prealablement s'quences, une region de longueur 
35 importante (1,2 kb) representative du gene "pol" du 
retrovirus MSRV-1, telle que presentee dans la figure 9. 



WO 97/06260 - PCT/FR96/01244 



37 

Cette sequence denommee SEQ ID NO 1 est reconstitute a 
partir de differents clones se recouvrant a leurs 
extremites, en corrigeant les artefacts lies aux amorces 
et aux techniques d' amplification ou de clonage, qui 
5 interromperaient artif iciellement la trame de lecture de* 
l 1 ensemble. Cette sequence sera identifiee ci-apres sous 
la denomination "region MSRV-1 pol *" . Son degre 
d'homologie avec la sequence HSERV-9 est represents a la 
figure 12* 

10 Dans la figure 9, la trame de lecture potentielle 

avec sa traduction en acides amines est presentee 
en-dessous de la sequence en acides nucleiques. 

15 EXEMPLE 6 : DETECTION DE SEQUENCES SPECIFIQUES 

MSRV-1 et MSRV-2 DANS DIFFERENTS ECHANT I LLONS DE PLASMA 
PROVENANT DE PATIENTS ATTEINTS DE SEP OU DE TEMOINS • 

Une technique PCR a ete utilisee pour detecter 
20 les genomes MSRV-1 et MSRV-2 dans des plasmas obtenus 
apres prelevement de sang sur EDTA de patients atteints de 
SEP et de temoins non-SEP, 

L 1 extraction des ARN de plasma a ete effectuee 
selon la technique decrite par P. Chomzynski (2 0) , apres 
25 addition d'un volume du tampon contenant du guanidinium 
thiocyanate a 1 ml de plasma garde congele a -80 °C apres 
recueil. 

Pour MSRV-2 , la PCR a ete effectuee dans les 
memes conditions et avec les amorces suivantes : 
30 - amorce 5', identifiee par SEQ ID NO 14 

5 f GTAGTTCGATGTAGAAAGCG 3 1 ; 
- amorce 3 1 , identifiee par SEQ ID NO 15 
5 1 GCATCCGGCAACTGCACG 3 • . 

Cependant des resultats similaires ont aussi ete 
35 obtenus avec les amorces PCR suivantes dans deux 
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amplifications successives par PCR "nich£e" sur 
echantillons d'acides nucleiques non-traites. par la DNase. 

Les amorces utilisees pour cette premiere etape 
de 40 cycles avec une temperature d 1 hybridation de 48 °C 
5 sont les suivantes : 

- amorce 5 • , identifiee par SEQ ID NO 27 
5 1 GCCGATATCACCCGCCATGG 3 • , correspondant a une 
amorce PCR MSRV-2 5 ■ , pour une premiere PCR sur 
prelevement de patients, 
10 -amorce 3 1 , identifiee par SEQ ID NO 28 

5 ■ GCATCCGGCAACTGCACG 3 1 , correspondant a une 
amorce PCR MSRV-2 3 1 , pour une premiere PCR sur 
prelevement de patients, 

Apr&s cette etape, 10/il du produit 
15 d 1 amplification sont preleves et utilises pour realiser 
une deuxieme amplification PCR dite "nich^e" avec des 
amorces situees a I'interieur de la region deja amplifiSe. 
Cette deuxieme etape se deroule sur 35 cycles, avec une 
temperature d' hybridation des amorces ("annealing") de 
20 50 °C. Le volume react ionnel est de 100/xl- 

Les amorces utilisees pour cette deuxieme etape 
sont les suivantes : 

- amorce 5«, identifiee par SEQ ID NO 29 

5 1 CGCGATGCTGGTTGGAGAGC 3 1 , correspondant a une 
25 amorce PCR MSRV-2 5 1 , pour une PCR-nichee sur prelevement 
de patients, 

- amorce 3 1 , identifiee par SEQ ID NO 30 

5 • TCTCCACTCCGAATATTCCG 3 • , correspondant a une 
amorce PCR MSRV-2 3 • , pour une PCR-nichee sur prelevement 
30 de patients. 

Pour MSRV-1, l 1 amplification a et§ effectu§e en 
deux etapes. De plus, 1 1 §chantillon d f acides nucleiques 
est pr£alablement traite par la DNase et un controle PCR 
sans RT (transcriptase inverse AMV) est effectu£ sur les 
35 deux etapes d 1 amplification, de maniere a verifier que 
l 1 amplification RT-PCR provient exclusivement de l 1 ARN 
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MSRV-1. En cas de controle sans RT positif, 1 ' echantillon 
aliquote d 1 ARN de depart est a nouveau traite par la DNase 
et amplifie a nouveau. 

Le protocole de traitement par la DNase depourvue 
d 1 activity RNAse est le suivant: 1 'ARN extrait est 
aliquote en presence de "RNAse inhibitor" 

(Boehringer-Mannheim) dans de l'eau traitee au DEPC a une 
concentration finale de 1 /xg dans 10 /xl; a ces 10 /zl, est 
ajout£ 1/il de "RNAse-free DNAse" (Boehringer-Mannheim) et 
1,2 pi <* e tampon a pH 5 contenant 0,1 M/l d 1 acetate de 
sodium et 5 mM/1 de MgS04 ; i e melange est incube 15 min. a 
20 °C et porte a 95 °C pendant 1,5 min. dans un 
"thermocycler" . 

La premiere §tape de RT-PCR MSRV-1 est effectuee 
selon une variante du procede d 1 amplification d'ARN tel 
que decrit dans la demande de brevet n° EP-A-0 569 272. 
Notamment, 1" etape de synthese d 1 ADNc est effectuee a 42°C 
pendant une heure; 1 1 amplification PCR se deroule sur 
40 cycles, avec une temperature d' hybridation des amorces 
("annealing") de 53 °C. Le volume reactionnel est de 100/zl. 

Les amorces utilisees pour cette premiere etape 
sont les suivantes : 

- amorce 5 1 , identifiee par SEQ ID NO 16 
5 1 AGGAGTAAGGAAACCCAACGGAC 3 1 ; 

- amorce 3 1 , identifiee par SEQ ID NO 17 
5 • TAAGAGTTGCACAAGTGCG 3 1 . 

Apres cette etape, 10/utl du produit 
d' amplification sont prelevSs et utilises pour realiser 
une deuxieme amplification PCR dite "nichee" avec des 
amorces situ^es a I'interieur de la region deja amplifiee. 
Cette deuxieme etape se deroule sur 35 cycles, avec une 
temperature d 1 hybridation des amorces ("annealing") de 
53 °C. Le volume reactionnel est de lOO/ul* 

Les amorces utilisees pour cette deuxieme etape 
sont les suivantes : 

- amorce 5 1 , identifiee par SEQ ID NO 18 
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5' TCAGGGATAGCCCCCATCTAT 3' ; 

- amorce 3 • , identif iee par SEQ ID NO 19 

5 1 AACCCTTTGCCACTACATCAATTT 3 1 . 

Dans les figures 10 et 11, sont presentes les 
5 resultats de PCR sous forme de photographies sous lumiere 
ultra-violette de gels d' agarose impregnes de bromure 
d'ethidium, dans lesquels on a effectue une electrophorese 
des produits d' amplification PCR deposes separement dans 
les differents puits. 
10 La photographie du haut (figure 10) represente le 

resultat de 1 ' amplification specif ique MSRV-2. 

Le puits numero 8 contient un melange de 
marqueurs de poids moleculaire ADN et les puits 1 a 7 
representent, dans l'ordre, les produits amplifies a 
15 partir des ARN totaux de plasmas provenant de 4 temoins 
sains exempts de SEP (puits 1 a 4) et de 3 patients 
atteints de SEP, a differents stades de la maladie 

(puits 5 a 7) . 

Dans cette serie, du materiel nucleique MSRV-2 
20 est detecte dans le plasma d'un cas de SEP sur les 3 
testes et dans aucun des 4 plasmas temoins. D'autres 
resultats obtenus sur des series plus etendues confirment 

ces resultats. 

La photographie du bas (figure 11) represente le 
25 resultat de 1' amplification specif ique par RT-PCR "nichee" 
MSRV-l: 

le puits n°l contient le produit PCR effectue 
avec de l'eau seule, sans addition de transcriptase 
inverse AMV; le puits n°2 contient le produit PCR effectue 

30 avec de l'eau seule, avec addition de transcriptase 
inverse AMV; le puits numero 3 contient un melange de 
marqueurs de poids moleculaire ADN; les puits 4 a 13 
contiennent, dans l'ordre, les produits amplifies a partir 
des ARN totaux extraits de fractions de gradient de 

35 saccharose (collecte s du haut vers le bas) sur lequel un 
culot de virion provenant d'un surnageant de culture 
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inf ectee par MSRV-1 et MSRV-2 a ete centrifuge a 
l^equilibre selon le protocole decrit par H. Perron (13); 
dans le puits 14 rien n'a ete depose; dans les puits 15 
a 17, on a depose les produits amplifies d • ARN extrait de 
5 plasmas provenant de 3 patients differents atteints de 
SEP, a differents stades de la maiadie. 

Le ggnome retroviral MSRV-1 est bien retrouve 
dans la fraction du gradient de saccharose contenant le 
pic d'activite transcriptase inverse mesuree selon la 
10 technique deer ite par H . Perron ( 3 ) , avec une tres forte 
intensite (fraction 5 du gradient, deposee dans le 
puits n°8) . Une legere amplification a eu lieu dans la 
premiere fraction (puits n°4) correspondant 

vraisemblablement a de l'ARN libere par des particules 
15 lysees qui flottaient a la surface du gradient; de meme, 
des debris aggrfegSs ont sedimente dans la dernifere 
fraction (fond de tube) entrainant quelques copies de 
genome MSRV-1 qui ont donne lieu a une amplification de 
faible intensity. 
20 Sur les 3 plasmas de SEP testes dans cette serie, 

1 1 ARN MSRV-1 a ete retrouve dans un cas, produisant une 
amplification tres intense (puits n°17) . 

Dans cette serie, le genome ARN retroviral MSRV-1 
correspondant vraisemblablement a des particules de virus 
25 extracellulaire presentes dans le plasma en nombre 
extremement faible, a ete d&tecte par RT-PCR "nichee" dans 
un cas de SEP sur les 3 testes. D'autres resultats obtenus 
sur des series plus etendues confirment ces resultats. 

De plus, la specif icite des sequences amplifiees 
30 par ces techniques PCR peut frtre verifiee et 6valu6e par 
la technique "ELOSA" telle que decrite par F. Mallet (21) 
et dans le document FR-A-2 663 040. 

Pour MSRV-1 les produits de la PCR nich^e sus- 
decrite peuvent etre testes dans deux systemes ELOSA 
35 perm ttant de detecter separement un consensus A et un 
consensus B+C+D de MSRV-1, correspondant aux sous-families 
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decrites dans l'exemple 1 et les figures 1 et 2. En effet, 
les sequences proches du consensus B+C+D sont retrouvees 
essentiellement dans les echantillons d'ARN provenant de 
virions MSRV-1 purifies a partir de cultures ou amplifies 

5 dans des liquides biologiques extra-celluaires de patients 
SEP, alors que les sequences proches du consensus A sont 
essentiellement retrouvees dans 1 1 ADN cellulaire 
humain normal. 

Le systeme ELOSA/MSRV-1 pour la capture et 

10 1 'hybridation specif ique des produits PGR de la sous- 
famille A utilise un oligonucleotide de capture cpVIA avec 
une liaison amine en 5' et un oligonucleotide de detection 
biotinyle dpVIA ayant respect ivement pour sequence: 

- cpVIA identifie par SEQ ID NO 31 

15 5 • GATCTAGGCCACTTCTCAGGTCCAGS 3 1 , correspondant a 

1* oligonucleotide de capture ELOSA des produits PCR-nichee 
MSRV-1 effectuee avec les amorces identifies par 
SEQ ID NO 16 et SEQ ID NO 17, suivie eventuellement de 
1 1 amplification avec les amorces identif i6es par 

20 SEQ ID NO 18 et SEQ ID NO 19 sur prelevement de patients ; 

- dpVIA identifie par SEQ ID NO 32 

5' CATCTITTTGGICAGGCAITAGC 3 1 correspondant a 
l 1 oligonucleotide de capture ELOSA de la sous-famille A 
des produits PCR-"nichee" MSRV-1 effectuee avec les 

25 amorces identif iees par SEQ ID NO 16 et SEQ ID NO 17, 
suivie Eventuellement de 1" amplification avec les amorces 
identif i£es par SEQ ID N018 et SEQ ID NO 19 sur 
prfelevement de patients* 

Le systeme ELOSA/MSRV-1 pour la capture et 

30 !• hybridation specif ique des produits PCR de la 
sous-famille B+C+D utilise le meme oligonucleotide de 
detection biotinyle dpVIA et un oligonucleotide de capture 
cpVlB avec une liaison amine en 5 1 ayant pour sequence : 

- dpVlB identifie par SEQ ID N°33 

35 5 1 CTTGAGCCAGTTCTCATACCTGGA 3 1 , correspondant a 

1» oligonucleotide de capture ELOSA de la sous-famille 
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B + C + D des produits PCR-^nichee" MSRV-l effectuSe avec 
les amorces identifiees par SEQ ID NO 16 et SEQ ID NO 17, 
suivie eventuellement de 1 •amplification avec les amorces 
identifiees par SEQ ID NO 18 et SEQ ID NO 19 sur 
5 prelevement de patients. 

Ce systeme de detection ELOSA a perm is de 
verifier qu'aucun des produits PGR ainsi amplifies a 
partir de plasmas de patients SEP traites par la DNase ne 
contenait de sequence de la sous-famille A et que tous 
10 etaient positifs avec le consensus des sous-families B, 
C et D. 

Pour MSRV-2, une technique ELOSA similaire a ete 
evalu§e sur des isolats provenant de cultures cellulaires 
infectees en utilisant les amorces d 1 amplification PCR 
15 suivantes : 

- amorce 5', identifiee par SEQ ID NO 34 
5 1 AGTGYTRCCMCARGGCGCTGAA 3 1 , correspondant a une 
amorce PCR MSRV-2 5 * , pour PCR sur prelevement de 
cultures, 

20 - amorce 3', identifiee par SEQ ID NO 35 

5 ■ GMGGCCAGCAGSAKGTCATCCA 3 1 , correspondant a une 
amorce PCR MSRV-2 3 ' , pour PCR sur prelevement de 
cultures , 

et les oligonucleotides de capture avec une 
25 liaison amine en 5* cpV2, et de detection biotinyle dpV2, 
ayant pour sequences respectives : 

-cpV2 identifiee par SEQ ID NO 36 

5 GGATGCCGCCTATAGCCTCTAC 3 ' , correspondant a un 
oligonucleotide de capture ELOSA des produits de la PCR 
30 MSRV-2 effectufee avec les amorces SEQ ID NO 34 et 
SEQ ID NO 35, ou eventuellement avec les amorces 
degenerees definies par Shih (12), 

-dpV2 identif ie par SEQ ID NO 37 

5 1 AAGCCTATCGCGTGCAGTTGCC 3 1 , correspondant a un 
35 oligonucleotide de detection ELOSA des produits de la PCR 
MS RV-2 effectu^e avec les amorces SEQ ID NO 34 et 
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SEQ ID NO 35, ou feventuellement avec les amorces 
dfegfenerfees dfefinies par Shih (12). 

Ce systeme d ■ amplification PGR avec un couple 
d 1 amorces different de ceux qui ont fetfe prfecfedemment 
5 dfecrits pour 1 1 amplification sur les fechantillons de 
patients, a permis de confirmer 1* infection par MSRV-2 de 
cultures in vitro et d 1 fechantillons d ' acides nuclfeiques 
utilises pour les travaux de biologie molfeculaire. 

En fin de compte, les premiers resultats de 
10 detection PCR du genome d 1 agents pathogenes et/ou 
infectants, montrent qu^l est vraisemblable que du 
"virus" libre peut circuler dans le flux sanguin de 
patients en phase de poussee aigiie, en dehors du systeme 
nerveux. Ceci est compatible avec 1' existence 
15 quasi-systfematique de "breches" dans la barriere 
hfemato-encfephalique des patients en phase active de SEP. 

EXEMPLE 7 : OBTENTION DE SEQUENCES DU GENE "env" 
20 DU GENOME RETROVIRAL MSRV-1. 

Ains i que cela a dfe j a fete deer it dans 
1 • exemple 5 , une technique PCR dfer ivfee de la technique 
publifee par Frohman ( 19 ) a fete utilisfee . La technique 

25 dferivfee permet, a l'aide d f une amorce spfecifique en 3 1 du 
gfenome a amplifier, d'felonguer la sfequence vers la 
region 5» du gfenome a analyser. Cette variante technique 
est dfecrite dans la documentation de la firme "Clontech 
Laboratories Inc. , (Palo-Alto California, USA) fournie 

30 avec son produit "5 • -AmpliFINDER™ RACE Kit", qui a fetfe 
utilisfe sur une fraction de virion purifie comme dfecrit 
precedemment . 

Afin de rfealiser une amplification de la 
rfegion 3* du gfenome rfetroviral MSRV-1 en englobant la 

35 rfegion du gfene "env", une fetude a fetfe rfealisfee pour 
dfeterminer une sequence consensus dans les rfegions LTR de 
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meme type que celles du retrovirus endogene defectif 
HSERV-9 (18,24), avec leguel le retrovirus MSRV-1 presente 
des homologies partielles. 

La meme amorce 3* specif ique a ete utilisee dans 
5 le protocole du kit pour la synthese du ADNc et 
1 •amplification PCR ; sa sequence est la suivante : 

GTGCTGATTGGTGTATTTACAATCC (SEQ ID NO 45) 

10 La synthese de l'ADN complement a ire (ADNc) et 

1 1 amplification PCR monodirectionelle avec 1 1 amorce 
ci-dessus , ont ete realisees en une etape , selon le 
proc^de decrit dans le brevet EP-A-0 569 272. 

Les produits issus de la PCR ont ete extraits 

15 apres purification sur gel d v agarose selon les methodes 
conventionnelles (17), puis resuspendus dans 10 ml d'eau 
distillee. Une des proprietes de la polymerase Taq 
consistant a ajouter une adenine a l'extemite 3' de chacun 
des deux brins d 1 ADN , l'ADN- obtenu a ete directement 

20 insere dans un plamide a l f aide du kit TA Cloning™ 
(British Biotechnology). Les 2 nl de solution d 1 ADN ont 
ete melanges avec 5 /il d'eau distillee sterile, 1 /xl d'un 
tampon de ligation 10 fois concentri 

"10X LIGATION BUFFER", 2 fxl de "pCR™ VECTOR" (25 ng/ml) 

25 et 1 pi d e "TA DNA LIGASE" . Ce melange a 6te incube une 
nuit a 12 °C . Les etapes suivantes ont §t6 realisees 
conformement au instructions du kit TA Cloning® 
(British Biotechnology) . A la fin de la procedure, les 
colonies blanches de bacteries recombinantes (white) ont 

30 ete repiquees pour §tre cultivees et permettre 
l 1 extraction des plasmides incorpores selon la procedure 
dite de "miniprep" (17) . La preparation de plasmide de 
chaque colonie r combinante a et§ coupee par une enzyme de 
restriction appropriee t analys^e sur gel d 1 agarose. Les 

35 plasmides possfedant un insert detecte sous lumi&re UV 
apres marquage du gel au bromure d'ethidium, ont ete 
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s"lectionnes pour le sequen^age de 1' insert, apres 
hybridation avec une amorce complementaire du promoteur 
Sp6 prfesent sur le plasmide de clonage du TA Cloning Kit®, 
La reaction prealable au sfequengage a ensuite fete 
5 effectufee selon la methode prfeconisfee pour 1 •utilisation 
du kit . de sfequengage "Prism ready reaction kit dye 
deoxyterminator cycle sequencing kit" (Applied Biosystems, 
ref. 401384) et le sfequengage automatique a fete realist 
avec l'appareil "automatic sequencer, modele 373 A Applied 
10 Biosystems selon les instructions du fabricant. 

Cette approche technique a fete appliqufee a un 
echantillon de virion concentre comme dfecrit ci-aprfes, a 
partir d'un melange de surnageants de culture produits par 
des lignees lymphoblastoldes B telles que dfecrites dans 
15 l»exemple 2, etablies a partir des lymphocytes de patients 
atteints de SEP et presentant une activitfe transcriptase 
inverse detectable selon la technique dfecrite par Perron 
et coll . ( 3 ) : les surnageants de cultures sont collectfes 
deux fois par semaine, prfe-centrif ugfes a 10 000 trs/min 
20 pendant 30 minutes pour feliminer les dfebris cellulaires, 
et ensuite, congelfes a -80 °C ou utilisfes tels quels pour 
les fetapes suivantes. Les surnageants f rais ou dfecongeles 
sont centrifuges sur un coussin de PBS-glycferol 30% S 
100 OOOg pendant 2 h a 4°C. Apres felimination du 
25 surnageant , le culot sedimentfe constitue 1 ' fechantillon de 
virions concentres, mais non purifies. Le culot ainsi 
obtenu est alors repr is dans un petit volume d • un tampon 
adfequat pour I 1 extraction d , ARN. La reaction de synthese 
de ADNc mentionnee plus haut est rfealisfee sur cet ARN 
30 extrait de virion extracellulaire concentre. 

L 1 amplification RT-PCR selon la technique citfee 
plus-haut a permis d'obtenir le clone FBd3 dont la 
sfequence identifiee par SEQ ID NO 46 # est prfesentfee dans 
la figure 13. 

35 Dans la figure 14, l^omologie de sfequence entre 

le clone FBd3 et le rfetrovirus HSERV-9 est representee sur 
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le tableau matriciel par un trait plein, pour toute 
homologie partielle supSrieure ou egale a 65 %. On peut 
constater que des homologies existent dans les regions 
flanguantes du clone (avec le gene pol en 5 1 et avec le 
5 gene env puis le LTR en 3 1 ) , mais que la region interne 
est totalement divergente et ne presente aucune homologie, 
meme faible, avec le gene "env" d'HSERV9. De plus, il 
apparait que le clone FBd3 contient une region "env" plus 
longue que celle qui est decrite pour 1 1 endogene def ectif 
10 HSERV-9 ; on peut ainsi constater que la region divergente 
interne const itue un "insert" entre les regions 
d 1 homologie partielle avec les genes def ectif s HSERV-9. 

15 EXEMPLE 8 : AMPLIFICATION, CLONAGE ET SEQUENCAGE 

DE LA REGION DU GENOME RETROVIRAL MSRV-1 SITUEE ENTRE LES 
CLONES PSJ17 ET FBd3 . 

Quatre oligonucleotides, Fl, B4 , F6 et Bl, ont 
20 ete dSfinis pour amplifier de l'ARN provenant de virions 
concentres des souches POL2 et MS7PG. Des reactions de 
contr61e ont ete effectuees de maniere a controler la 
presence de contaminants (reaction sur de l'eau). 
L 1 amplification consiste en une premiSre etape de RT-PCR 
25 selon le protocole decrit dans la demande de brevet 
EP-A-0 569 272, suivie d'une deuxieme 6tape de PCR 
effectufee sur 10 /xl de produit de la premiere etape avec 
des amorces internes a la premiere region amplifiee 
(PCR "nich^e") . Dans le premier cycle RT-PCR, les amorces 
30 Fl et B4 sont utilisees. Dans le deuxieme cycle PCR, les 
amorces F6 et l 1 amorce Bl sont utilisees, Les amorces sont 
positionnees comme suit : 



35 
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Fl 



F6 



Bl 



B4 



MSRV-1 



ARN 



PSJ17 



FBd3 



10 



5»pol MSRV-1 
5 1 env . 

Leur composition est : 



3 • pol MSRV-1 



15 



20 



amorce Fl 
amorce B4 
amorce F6 
amorce Bl 



TGATGTGAACGGCATACTCACTG ( SEQ ID NO 47) 
CCCAGAGGTTAGGAACTCCCTTTC (SEQ ID NO 48) 
GCTAAAGGAGACTTGTGGTTGTCAG (SEQ ID NO 49) 
CAACATGGGCATTTCGGATTAG (SEQ ID NO 50) 



Le produit d • amplification "nichee" obtenu et 
d§nomme "t pol" est presente dans la figure 15, et 
correspond a la sequence SEQ ID NO 51. 



EXEMPLE 9 : OBTENTION DE NOUVELLES SEQUENCES, 
EXPRIMEES EN ARN DANS LES CELLULES EN CULTURE PRODUISANT 
MSRV-1, ET COMPRENANT UNE REGION "env" DU GENOME 
25 RETROVIRAL MSRV-1. 

Une banque d 1 ADNc a ete realisee selon la 
procedure decrite par le fabricant des kits 
"cDNA synthesis module, cDNA rapid adaptator ligation 

30 module, cDNA rapid cloning module, lambda gtlO in vitro 
packaging module" (Amersham, ref RPN1256Y/Z, RPN1712, 
RPN1713, RPN1717, N334Z) a partir de 1 • ARN messager 
extrait de cellules d'une lignee lymphoblastolde B telle 
que dfecrite dans l'exemple 2, fetablie a partir des 

35 lymphocytes d f un patient atteint de SEP et prfesentant une 
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activite transcriptase inverse detectable selon la 
technique dfecrite par Perron et coll. (3) . 

Des oligonucleotides ont ete definis pour 
amplifier de I'ADNc clonfe dans la banque nucleique entre 
5 la region 3' du clone PSJ17 (pol) et la region 5 1 (LTR) du 
clone FBd3.Des reactions de controle ont ete effectuees de 
maniere a contr61er la presence de contaminants 
(reaction sur de l'eau). Des reactions PCR effectuees sur 
les acides nucleiques clones dans la banque avec 
10 differents couples d' amorces ont permis d' amplifier une 
serie clones reliant des sequences pol aux sequences env 
ou LTR de type MSRV-1. 

Deux clones sont representatif s des sequences 
obtenues dans la banque de cDNA cellulaire : 
15 - le clone JLBcl, dont la sequence SEQ ID NO 52 est 
presentee dans la figure 16 ; 
- le clone JLBc2, dont la sequence SEQ ID NO 53 est 
presentee dans la figure 17. 

Les sequences des clones JLBcl et JLBc2 sont 
20 homologues a celle du clone FBd3 , ainsi que cela apparait 
dans les figures 18 et 19. L'homologie entre le clone 
JLBcl et le clone JLBc2 est representee dans la figure 20, 
Les homologies entre les clones JLBcl et JLBc2 
d'une part, et la sequence HSERV9 d 1 autre part, sont 
25 presentees respect ivement dans les figures 21 et 22. 

On remarque que la region d'homologie entre JLB1, 
JLB2 et FBd3 comprend, avec quelques variations de 
sequence et de taille de "1 ■ insert" , la sequence 
supplementaire absente ("ins6ree") dans la sequence env 
30 HSERV-9, telle que dScrite dans l'exemple 8. 

On remarque aussi que la region "pol" clonee est 
tres homologue a HSERV-9, ne possede pas de cadre de 
lecture (en tenant compte d s erreurs de sequences 
induites par les techniques utilisees, jusqu*au sequenceur 
35 automat ique inclus) t diverge des sequences MSRV-1 
obtenues a partir de virions. Etant donne que ces 
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sequences ont ete donees a partir de 1 1 ARN de cellules 
exprimant des particules MSRV-1, il est probable qu»elles 
proviennent d 1 elements retroviraux endogenes apparentes a 
la famille ERV9 ; ce, d'autant plus que les genes pol et 
5 env sont present sur un meme ARN qui n'est k 1* Evidence 
pas 1 1 ARN gfenomique MSRV-1. Certains de ces Elements ERV9 
possedent des LTR fonctionnels activables par des virus 
rfeplicatifs codant pour des transactivateurs homologies ou 
hSterologues . Dans ces conditions, la parente entre MSRV-1 
10 et HSERV-9 rend probable la transactivation des elements 
ERV9 endogenes defectifs (ou non) par des proteines 
transactivatrices MSRV-1 homologues, voire identiques. 

Un tel phenomene peut induire une interference 
virale entre 1' expression de MSRV-1 et les elements 
15 endogdnes apparentes- Une telle interference conduit 
generalement a une expression dite 

"def ective-interf erente" , dont certaines caracteristiques 
ont §te retrouvees dans les cultures etudiees infectees 
par MSRV-1 . De plus , un tel phenomene n 1 est pas sans 
20 gen€rer 1 • expression de polypeptides , voire de prot§ines 
rStrovirales endogenes qui ne sont pas necessairement 
tolerSes par le systeme immunitaire. Un tel schema 
d 1 expression aberrante d 1 elements endogenes apparentes a 
MSRV-1 et induite par ce dernier est susceptible de 
25 multiplier les antigenes aberrants et, done, de contribuer 
a 1 1 induction de processus autoimmuns tels qu 1 on les 
observe dans la SEP. 

II est cependant essentiel de noter que les 
clones JLBcl et JLBc2 different de la sequence ERV9 ou 
30 HSERV9 deja decrite, en ce qu'ils possedent une region env 
plus longue comprenant une region supplement a ire 
totalement divergente d'ERV9. On peut done definir leur 
parents avec la famille endogene ERV9 , mais ils 
constituent a l 1 evidence des Elements originaux, jamais 
35 d§crits a ce jour. En ffet, 1' interrogation des banques 
de donn§es de sequences nucleiques disponibles dans la 
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version n° 15 (1995) du logiciel "Entrez" (NCBI, NIH, 
Bethesda, USA) n'a pas permis d 1 identifier de sequence 
homologue connue dans la region env de ces clones. 

5 

EXEMPLE 10 : OBTENTION DES SEQUENCES SITUEES DANS 
LA REGION 5* pol et 3 9 gag DU GENOME RETROVIRAL MSRV-1. 

Ainsi que cela a deja ete d6crit dans 
10 l'exemple 5, une technique PCR derivee de la technique 
publi^e par Frohman (19) a et£ utilisee. La technique 
derivee permet, a l'aide d'une amorce specif ique en 3 1 du 
genome a amplifier, d f elonguer la sequence vers la 
region 5 1 du genome a analyser. Cette variante technique 
15 est decrite dans la documentation de la firme "Clontech 
Laboratories Inc. , (Palo-Alto California, USA) fournie 
avec son produit "5 ■ -Amp li FINDER™ RACE Kit", qui a ete 
utilisfe sur une fraction de virion purifie comme decrit 
precedemment . 

20 Afin de realiser une amplification de la 

region 5* du genome retroviral MSRV-1 partant de la 
sequence pol deja s^quencee (clone Fll-1) et s'etendant 
vers le gene gag, des amorces specif iques MSRV-1 ont 6t§ 
def inies. 

25 Les amorces 3* specif iques utilisfees dans le 

protocole du kit pour la synthese du ADNc et 
l 1 amplification PCR sont respect ivement compl&mentaires 
aux sequences MSRV-1 suivantes : 

30 ADNc : (SEQ ID NO 54) 

CCTGAGTTCTTGCACTAACCC 
amplification : (SEQ ID NO 55) 
GTCCGTTGGGTTTCCTTACTCCT 



35 Les produits issus de la PCR ont £te extraits 

apres purification sur gel d 1 agarose selon les methodes 
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convent ionnelles (17), puis resuspendus dans 10ml d'eau 
distillee. Une des propri§tes de la polymerase Taq 
consistant a ajout r une adenine a l'extemite 3' de chacun 
des deux brins d'ADN, 1 1 ADN obtenu a et§ directement 
5 ins€r€ dans un plamide a l'aide du kit TA Cloning™ 
(British Biotechnology) . Les 2.^1 de solution d 1 ADN ont 
6t6 melanges avec 5 til d'eau distillee sterile, 1 /il d'un 
tampon de ligation 10 fois concentre 

"10X LIGATION BUFFER", 2 /il de "pCR™ VECTOR" (25 ng/ml) 
10 et 1 Ml de "TA DNA LIGASE" . Ce melange a ete incube une 
nuit S 12 °C. Les §tapes suivantes ont ete realisees 
conform£ment au instructions du kit TA Cloning® 
(British Biotechnology) . A la f in de la procedure, les 
colonies blanches de bactferies recombinantes (white) ont 
15 6te repiquees pour etre cultivees et permettre 
1* extraction des plasmides incorpor^s selon la procedure 
dite de "miniprep" (17). La preparation de plasmide de 
chaque colonie recombinante a ete coupee par une enzyme de 
restriction approprifee et analysee sur gel d' agarose. Les 
20 plasmides possedant un insert detecte sous lumiere UV 
apres marquage du gel au bromure d'ethidium, ont §te 
select ionn§s pour le sfequengage de l 1 insert, apres 
hybridation avec une amorce complementaire du promoteur 
Sp6 pr§sent sur le plasmide de clonage du TA Cloning Kit®. 
25 La reaction prealable au sequengage a ensuite §te 
effectuSe selon la methode preconisee pour 1 'utilisation 
du kit de sequengage "Prism ready reaction kit dye 
deoxyterminator cycle sequencing kit" (Applied Biosystems, 
ref. 401384) et le sequengage automatique a ete realise 
30 avec l'appareil "automatic sequencer, modele 373 A Applied 
Biosystems selon les instructions du fabricant. 

Cette approche technique a 6te appliqu§e a un 
echantillon de virion concentre comme deer it ci-aprds, & 
partir d'un melange de surnageants de culture produits par 
35 des lignies lymphoblastoides B telles que decrites dans 
I'exemple 2, etablies a partir des lymphocytes de patients 



WO 97/06260 



PCI7FR96/01244 



53 

atteints de SEP et presentant une activite transcriptase 
inverse detectable selon la technique decrite par Perron 
et coll. (3) : les surnageants de cultures sont collectes 
deux fois par semaine, pre-centrif uges a 10 000 trs/min 

5 pendant 3 0 minutes pour eliminer les debris cellulaires, 
et ensuite, congeles a -80 °C ou utilises tels quels pour 
les etapes suivantes. Les surnageants frais ou decongeles 
sont centrifuges sur un coussin de PBS-glycerol 30 % a 
100 OOOg pendant 2 h a 4°C. Apres elimination du 

10 surnageant, le culot sedimente constitue 1 'echantillon de 
virions concentres, mais non purifies. Le culot ainsi 
obtenu est alors repris dans un petit volume d'un tampon 
adequat pour !■ extraction d'ARN. La reaction de synthese 
de ADNc mentionnee plus haut est realisee sur cet ARN 

15 extrait de virion extracellulaire concentre. 

L' amplification RT-PCR selon la technique citee 
plus-haut a permis d»obtenir le clone GM3 dont la sequence 
identififee *par SEQ ID NO 56, est presentee dans la 
figure 23. 

20 Dans la figure 24, I'homologie de sequence entre le clone 
GMP3 et le retrovirus HSERV-9 est representee sur le 
tableau matriciel par un trait plein, pour toute homologie 
partielle superieure ou fegale a 65 %. 

En synthese, sur la figure 25 est representee la 

25 localisation des differents clones pr6cedemment frtudifes, 
par rapport au genome ERV9 connu. Sur la figure 25, la 
region env MSRV-1 etant plus longue que le gene env de 
ERV9 de r6f6rence, la region supplement a ire est 
representee au-dessus du point d 1 insertion selon un "V", 

30 £tant entendu que le materiel insere presente une 
variabilite de sequences et de taille entre les clones 
reprSsentes (JLBcl, JLBc2, FBd3) . Et sur la figure 26, est 
representee la position de diffferents clones etudies dans 
la region MSRV-1 pol *. 
35 GrSce au clone GM3 prec'demment deer it, on a pu 

dSfinir un cadre de lecture possible, couvrant l 1 ensemble 
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du gene pol, reference selon SEQ ID NO 57, represents aux 
figures successives 27a & 27c, 

5 EXEMPLE 11 DETECTION D'ANTICORPS SPECIFIQUES 

ANTI-MSRV-1 DANS LE SERUM HUMAIN. 

L 1 identification de la sequence du gene pol du 

retrovirus MSRV-1 et d'un cadre de lecture ouverte de ce 
10 gene a permis de determiner la sequence SEQ ID NO 39 en 

acides amines d'une region dudit gene, referencee 

SEQ ID NO 40 (cf figure 28). 

Dif ferents peptides synthetiques correspondant a 

des fragments de la sequence proteique de la transcriptase 
15 inverse MSRV-1 codee par le gene pol, ont ete testes pour 

leur sp§cif icite antigenique vis a vis de sera de patients 

atteints de SEP et de temoins sains. 

Les peptides ont 6te synthetises chimiquement par 

synthese en phase solide, selon la technique de Merrifield 
20 (Barany G, and Merrifielsd R.B, 1980, In the Peptides, 2, 

1-284, Gross E and Meienhofer J, Eds Academic Press, 

New York) . Les modalitfes pratiques sont celles decrites 

ci-apres. 

a) Synthese des peptides : 
25 Les peptides ont et6 synthetises sur une r€sine 

ph§nylac6tamidomethyle (PAM) /polystyrene/divinylbenzene 
(Applied Biosystems, Inc. Foster City, CA) , en utilisant 
un synthdtiseur automatique "Applied Biosystems 430A". Les 
acides aminis sont couples sous forme d 1 esters 
30 d f hydroxybenzotriazole (HOBT) . Les acides amines utilises 
proviennent de Novabiochem (Laiif lerlf ingen, Suisse) ou de 
Bachem (Bubendorf , Suisse) . 

La synthese chimique a §te effectu6e en utilisant 
un protocole de double couplage avec la N-methyl- 
35 pyrrolidone (NMP) comme solvant. Les peptides ont ete 
coup€s de la resine ainsi que les protections laterales, 
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de maniere simultanee, a l'aide d'acide f luorhydrique (HF) 
dans un appareil approprie (appareil de coupure de type I, 
Peptide Instiute, Osaka, Japon) . 

Pour lg de peptidylresine, 10ml de HF, 1ml 
5 d'anisole et 1ml de dimethylsulf ure 5DMS sont utilises. Le 
melange est agite durant 45 minutes a -2°C. Le HF est 
alors evapore sous vide. Apres lavages intensifs a 
lather, le peptide est elu6 de la resine par de l^cide 
ac£tique 10%, puis lyophilise. 
10 Les peptides sont purifies par chromatographic 

liquide haute performance preparative sur une colonne 
VYDAC de type C18 (250 x 21 mm) (The Separation Group, 
Hesperia, CA, USA). L^lution est realisee par un gradient 
d f acetonitrile a un debit de 22 ml/min. Les fractions 
15 collectfees sont controlees par une elution en condition 
isocratique sur une colonne VYDAC®. C18 analytique 
(250 x 4,6 mm), a un debit de lml/min. Les fractions qui 
presentent le meme temps de retention sont reunies et 
lyophilisees. La fraction majoritaire est ensuite analysee 
20 par chromatographie liquide haute performance analytique, 
avec le systeme dScrit pr ec§demment . Le peptide qui est 
considere corame de purete acceptable se traduit par un pic 
unique repr§sentant 95 % minimum du chroma togramme . 

Les peptides purifies sont ensuite analyses dans 
25 le but de contrdler leur composition en acides amines, a 
l*aide d f un analyseur d 1 acides amines automatique Applied 
Biosystems 4 2 OH. La mesure de la masse moleculaire 
chimique (moyenne) des peptides est obtenue en utilisant 
la spectrometrie de masse L.S.I. M.S. en mode d f ion positif 
30 sur un instrument a double focalisation VG. ZAB.ZSEQ relie 
a un systeme d 1 acquisition DEC-VAX 2000 (VG analytical 
Ltd, Manchester, Angleterre) . 

La rSactivite des dif f erents peptides a 6te 
testee contre d s sera de patients atteints de SEP et 
35 contre des sera de t&moins sains. Ceci a permis de 
selectionner un peptide denomme P0L2B dont la sequence est 
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representee a la figure 28 dans 1 ' identif icateur 
SEQ ID NO 39 ci-dessous, code par le gene pol de MSRV-1 
(nucleotides 181 a 330) . 

b) Proprietes antiaeniaues : 
5 Les proprietes antig^niques du peptide POL2B ont 

et6 mises en Evidence selon le protocole ELISA decrit 
ci-dessous, 

Le peptide POL2B lyophilise a ete dissous dans de 
1 • eau distillee sterile a une concentration de lmg/ml . 
10 Cette solution-mere a §te aliquotee et gardee a +4°C pour 
usage sous quinzaine, ou congelee a -20°C, pour un usage 
dans les 2 mois. Un aliquot est dilue dans une solution de 
PBS (Phosphate Buffer Saline) afin d'obtenir une 
concentration finale de peptide de 1 microgramme/ml. 
15 100 microlitres de cette dilution sont deposes dans chaque 
puits de plaques de microtitration (plastique 
"high-binding", COSTAR ref : 3590) . Les plaques sont 
recouvertes d f un adhesif de type "plate-sealer" et 
maintenues une nuit a +4°C, pour la phase d' adsorption du 
20 peptide sur le plastique. L'adh6sif est enleve et les 
plaques sont lav6es trois fois avec un volume de 300 
microlitres d'une solution A (PBS lx, 0,05% Tween 20®), 
puis retournees sur un tissu absorbant, Les plaques ainsi 
egouttees sont remplies avec 200 microlitres par puits 
25 d f une solution B (solution A + 10 % de serum de chevre) , 
puis recouvertes d f un adh€sif et incubfees de 45 minutes a 
1 heure, a 37 °C. Les plaques sont ensuite lav§es trois 
fois avec la solution A, comme decrit pr§cedemment . 

Les fechanti lions de serum a tester sont 
30 pr§alablement dilues au l/50eme dans la solution B et 
100 microlitres de chaque serum dilue a tester sont 
d6pos§s dans les puits de chaque plaque de micrititration. 
Un contrdle negatif est depos§ dans un puits de chaque 
plaque, sous la forme de 100 microlitres de tampon B. Les 
35 plaques recouvertes d'un adhesif sont alors incubees 1 a 
3 heures, a 37 °C. Les plaques sont ensuite lav^es trois 
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fois avec la solution A, comme decrit precedemment . 
Parallelement , un anticorps de chevre marque a la 
peroxydase et dirige contre les IgG (Sigma Immunochemicals 
ref. A6029) ou les IgM (Cappel ref.: 55228) humaines est 

5 dilue dans la solution B (dilution 1/5000 pour 1'anti-IgG 
et, 1/1000 pour 1'anti-IgM). 100 microlitres de la 
dilution adequate de l 1 anticorps marque sont alors deposes 
dans chaque puits des plaques de microtitration et les 
plaques recouvertes d'un adhesif sont incubees 1 a 

10 2 heures, a 37 °C. Un nouveau lavage des plaques est 
ensuite effectue comme decrit precedemment. Parallelement , 
le substrat de la peroxydase est prepare selon les 
indications du kit "Sigma fast OPD kit" 
(Sigma Immunochemicals, ref, P9187) . 100 microlitres de 

15 solution-substrat sont deposes dans chaque puits et les 
plaques sont placees a I'abri de la lumiere pendant 2 0 a 
30 minutes, a temperature ambiante. 

Une fois la reaction color&e stabilisee, les 
plaques sont immediatement placees dans un lecteur 

20 spectrophotometrique de plaques ELISA, et la densite 
optique (D.O.) de chaque puits est lue a une longueur 
d'onde de 492 nm. Alternativement , 30 microlitres d^CL IN 
sont deposes dans chaque puits pour stopper la reaction et 
les plaques sont lues au spectrophotometre dans les 

25 24 heures. 

Les echanti lions serologiques sont deposes en 
double ou en triple et la densite optique (D.O.) 
correspondant au serum teste est calculee en faisant la 
moyenne des D.O. obtenues pour un meme echantillon, a la 

30 meme dilution. 

La D.O. nette de chaque serum correspond a la 
D.O. moyenne du s€rum de laquelle est soustraite la D.O. 
moyenne du t&moin n^gatif (solution B : PBS, Tween 20® 
0,05%, 10% sSrum de chevre). 

35 c) Detection d' anticorps IaG anti-MSRV-1 oar 

ELISA : 
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La technique decrite ci-dessus a ete utilisee 
avec le peptide POLB2 pour rechercher la presence 
d'anticorps IgG specif iques anti-MSRV-1 dans le serum de 
29 patients, pour lesquels un diagnostic certain ou 

5 probable de SEP a ete pose selon les criteres de 
Poser (23) , et de 32 temoins sains (donneurs de sang) . 

Dans la figure 29, les resultats de chaque s&rum 
teste avec un anticorps anti-IgG, sont representes. Chaque 
barre verticale represente la densite optique (D.O a 

10 492 nm) nette d 1 un serum teste . L 1 axe des ordonnfees 
indique la D.O. nette au sommet des barres verticales. Les 
29 premieres barres verticales situees a gauche de la 
ligne pointillee verticale, representent les sera de 
29 cas de SEP testes et les 32 barres verticales situ€es a 

15 droite de la ligne pointillee verticale, representent les 
sera de 32 temoins sains (donneurs de sang) . 

La moyenne des D . O nettes des SEP testees est 
de : 0, 62 . Le graphique permet de visualiser 5 temoins 
dont la D.O. nette emerge au dessus des valeurs groupees 

20 de la population temoin. Ces valeurs peuvent representer 
la presence d'IgG specif iques chez des patients 
seropositifs non-malades. Deux raSthodes ont done ete 
evalu§espour determiner le seuil statistique de positivite 
du test. 

25 La moyenne des D.O. nettes des temoins, y compris 

les temoins avec des D.O. nettes elevees, est de 0,36. 
Sans les 5 temoins dont les D.O. nettes sont superieures 
ou egales a 0,5, la moyenne des temoins "negatifs" est 
de 0,33. L*6cart type des t&noins negatifs est de 0,10. Un 

30 seuil de positivite thfeorique peut fetre calcule selon la 
formule : 

valeur seuil (moyenne des D.O. nettes des temoins 
seronegatif s) + (2 ou 3 x ecart-type des D.O. nettes des 
35 temoins s6ron£gatif s) . 
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Dans le premier cas, on considere qu'il existe 
des seropositifs non-malades et la valeur seuil est egale 
a : 0,33 + (2 x 0,10) = 0,53. Les resultats negatifs 
representent un "bruit de fond" non specifique de la 
5 presence d'anticorps specif iquement diriges contre un 

epitope du peptide. 

Dans le deuxieme cas, si 1' ensemble des temoins 
constitues de donneurs de sang en bonne sante apparente 
est pris comme base de reference, sans exclure les serums 
10 a priori seropositif s, l-ecart-type des "temoins non-SEP" 
est de 0,116. La valeur seuil devient alors : 
0,36 + (2 X 0,116) = 0,59. 

Selon cette analyse, le test est specique de la 
SEP. A cet egard, on constate que le test est specifique 
15 de la SEP, puisque comme montre dans le tableau 1, aucun 
temoin n'a une D.O. nette au-dessus de ce seuil. En fait 
ce resultat reflete le fait que les titres d'anticorps 
chez les patients atteints de SEP sont en majorite plus 
Sieves que chez des temoins sains ayant ete en contact 
20 avec MSRV-1. 
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En fonction du premier mode de calcul et comme 
represents a la figure 29 et dans le tableau 
correspondant 1, 2 6 des 2 9 serums SEP donnent un resultat 
positif (D.O. nette supferieure ou egale a 0,50) indiquant 
5 la presence d'IgG specif iguement dirigees contre le 
peptide POL2B, done contre une partie de 1" enzyme 
transcriptase inverse du retrovirus MSRV-1 codee par son 
gene pol et, par consequent, contre le retrovirus MSRV-1. 
Ainsi, environ 90 % des patients SEP testes ont reagi 
10 contre un epitope porte par le peptide POL2B et presentent 
des IgG circulantes dirigees contre ce dernier • 

Cinq donneurs de sang, en apparente bonne sante, 
sur 32 presentent un resultat positif. Ainsi, il apparait 
qu 1 environ 15 % de la population non-malade peut avoir ete 
15 en contact d'un epitope porte par le peptide POL2B dans 
des conditions ayant conduit a une immunisation active qui 
se traduit par la persistance d'IgG seriques specif iques. 
Ces conditions sont compatibles avec une immunisation 
contre la transcriptase inverse du retrovirus MSRV-1, lors 
20 d'une infection par le (et/ou reactivation du) retrovirus 
MSRV-1. L' absence de pathologie neurologique apparente 
evoquant la SEP chez ces temoins seropositifs peut 
indiquer qu'ils sont porteurs sains, ont elimine un virus 
infectieux apres s 1 etre immunises ou qu'ils constituent 
25 une population a risque de porteurs chroniques. En effet, 
les donn&es epidemiologiques montrant qu'un agent 
pathogene present dans 1 1 environnement des regions a haute 
prevalence de SEP, peut ^tre la cause de cette maladie, 
impliquent qu'une fraction de la population exempte de SEP 
30 a nfecessairement fete en contact avec un tel agent 
pathogene. On a montrfe que le retrovirus MSRV-1 constitue 
tout ou partie de cet "agent pathogene" a I'origine de la 
SEP t il est done normal que des tfemoins pris dans une 
population saine presentent des anticorps de type IgG 
35 contre des composants du retrovirus MSRV-1. Ainsi, la 
difference de seroprevalence entre les SEP et la 
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population temoin est extremement significative : 
test "chi-^" , p<0,001. Ces resultats sont done en faveur 
d'un r61e £tiopathogenique de MSRV-1 dans la SEP. 

d) Detection d' anticorps IaM anti-MSRV-1 par 

5 ELISA : 

La technique ELISA avec le peptide POL2B a 6t6 
utilisee pour rechercher la presence d 1 anticorps 
specif iques IgM anti-MSRV-1 dans le serum de 36 patients, 
pour lesquels un diagnostic certain ou probable de SEP a 

10 ete pose selon les criteres de Poser (23) , et de 
42 temoins sains (donneurs de sang) . 

Dans la figure 30, les resultats de chaque serum 
tests avec un anticorps anti-IgM, sont represents. Chaque 
barre verticale represente la densite opt-ique (D.O a 

15 492 nm) nette d 1 un serum teste . L 1 axe des ordonnees 
indique la D.O. nette au sommet des barres vert icales . Les 
36 premieres barres verticales situees a gauche de la 
ligne verticale coupant 1 1 axe des abscisses representent 
les serums de 36 cas de SEP testes et les barres 

20 verticales situees a droite de la ligne pointillee 
verticale, representent les scrums de 42 temoins sains 
(donneurs de sang) . La ligne horizontale tracee au milieu 
du graphique represente un seuil theorique d§limitant les 
resultats positifs (dont le sommet de la barre est situe 

25 au dessus) et les resultats negatifs (dont le sommet de la 
barre est situe au dessous) . 

La moyenne des D.O. nettes des SEP testees est 
de : 0,19. 

La moyenne des D.O. nettes des temoins est 
30 de : 0,09. 

L f ecart type des temoins negatifs est de : 0,05. 
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Etant donne la faible difference entre la moyenne 
et l*ecart-type des temoins, le seuil de positivite 
theorique peut etre calcule selon la formule : 

5 valeur seuil = (moyenne des D.O. nettes des temoins 
seronegatif s) + (3 x ecart-type des D.O. nettes des 
temoins seronegatif s) . 

La valeur seuil est done egale a 0,09+ 
(3 x 0,05) = 0,26 ; soit, en pratique, 0,25. 
10 Les resultats negatifs representent un "bruit de 

fond" non specif ique de la presence d' anticorps 
specif iquement diriges contre un epitope du peptide. 

Selon cette analyse et comme montre a la 
figure 3 0 et dans le tableau 2 correspondant , le test IgM 
15 est specique de la SEP, puisqu'aucun temoin n'a une D.O. 
nette au-dessus du seuil* 7 des 3 6 serums SEP produisent 
un resultat IgM positif ; or l f etude des donnees cliniques 
revele que ces scrums posit if s ont ete preleves lors d'une 
premiere poussee de SEP ou d'une poussee aigiie chez des 
20 malades non-traites. II est connu que les IgM dirigSes 
contre des agents pathogenes sont produites lors des 
primo-inf ections ou lors de reactivations suivant une 
phase de latence dudit agent pathogene. 

La difference de seroprevalence entre les SEP et 
25 la population t&moin est extremement significative : 
test "chi-2", p<0,001. 

Ces resultats sont en faveur d'un role 
§tiopathogenique de MSRV-1 dans la SEP. 

La detection des anticorps IgM et IgG contre le 
30 peptide POL2B permet d f 6valuer 1" evolution d'une infection 
par MSRV-1 et/ou de la reactivation virale de MSRV-1. 
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e) Recherche d ' epitopes immunodominants dans le 
peptide POL2B : 

Afin de reduire le bruit de fond non-specif ique 
et d'optimiser la detection des reponses des anticorps 
5 ant i-MSRV-1 , la synthese d ' octapeptides , successivement 
decal&s d'un aminoacide, couvrant 1" ensemble de la 
sequence determinee par POL2B, a fete realisee selon le 
protocole decrit ci-dessous. 

La synthese chimiques d 1 octapeptides chevauchants 
10 couvrant la sequence en acides amines 61-110 representee 
dans 1 • identif icateur SEQ ID NO 39 a ete realisee sur 
membrane de cellulose activee selon la technique de BERG 
et al. (1989. J. Ann. Chem. Soc. , 111, 8024-8026) 
commercialisfee par Cambridge Research Biochemicals sous la 
15 denomination commerciale Spotscan. Cette technique permet 
la synthese simultanee d'un grand nombre de peptides et 
leur analyse. 

La synthese est realisee avec des acides amines 
esterifies dont le groupement a — amine est protege par un 
20 groupement FMOC (Nova Biochem) et les groupements lateraux 
par des groupements protecteurs tels que trityl, t-butyl 
ester ou t-butyl ether. Les acides amines esterifies sont 
solubilises dans du N-methyl pyrrolidone (NMP) a la 
concentration de 300 nM, et 0,9 /xl sont deposes au niveau 
25 de taches de depot de bleu de bromophenol. Apres 
incubation de 15 minutes, un nouveau depSt d 1 acides amines 
est realise suivi d f une autre incubation de 15 minutes. Si 
le couplage entre deux acides amines s'est effectue 
correctement on observe une modification de coloration 
30 (passage du bleu au vert-jaune) . Apres trois lavages dans 
du DMF, une Stape d 1 ac&tylation est effectuee par de 
1' anhydride acfetique. Ensuite, les groupements amines 
terminaux des peptides en cours de synthese sont 
deproteges par de la pip^ridine 20 % dans le DMF. Les 
35 tach s de d6p6t sont recolorees par une solution de bleu 
de bromophenol a 1 % dans le DMF, lavees trois fois au 
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methanol et sech^es. L 1 ensemble de ces operations 
constitue un cycle d 1 addition d'un acide amine et ce cycle 
est repute jusqu'a 1' achievement de la synthese. Lorsque 
tous les acides amines ont et§ ajoutes, le groupement 
5 Nonterminal du dernier acide amine est dtprotegfe par de 

la pip£ridine a 20 % dans le DMF et ac£tyl6 par de 
1' anhydride acfetique. Les groupements protecteurs de la 
chalne laterale sont enleves par un melange de 
dichlorom§thane/ acide trif luoroacetique/triisobutylsilane 
10 (5ml/5ml/250/xl) . L' immunoreactivite des peptides est 
ensuite testee par ELISA. 

Apres synthese en double des differents 
octapeptides sur deux membranes differentes, ces dernieres 
sont rincfees avec du methanol et lavees dans du TBS 
15 (Tris 0,1M pH 7,2), puis incubees une nuit a temperature 
ambiante dans un tampon de saturation. Apres plusieurs 
lavages dans du TBS-T (Tris 0,1M pH 7,2 - 0,05% Tween 20), 
une membrane est incubee avec une dilution au 1/50 d 1 un 
serum de reference provenant- d'un patient atteint de SEP 
20 et 1' autre membrane avec une dilution au 1/50 d*un pool de 
serums de t&noins sains. Les membranes sont incubees 
4 heures a temperature ambiante. Apr&s lavages avec du 
TBS-T, un conjuguS anti-immunoglobulines humaines marque & 
la 0-galactosidase (commercialise par Cambridge Research 
25 Biomedicals) est ajoute a une dilution au 1/200 et 
1" ensemble est incub§ deux heures a temperature ambiante. 
Apres lavages des membranes par du TBS-T 0,05% et du PBS, 
1' immunoreactivite au niveau des differentes taches est 
revel§e par addition de 5-bromo-4-chloro-3-indoyl-0-D- 
30 galactopyranoside dans du potassium. L 1 intensity de 
coloration des taches est estim£e qualitativement avec une 
valeur relative de 0 a 5 comme represents aux figures 31 a 
33 annexees. 

On peut ainsi determiner deux regions 
35 immunodominantes a chaque extrfemite du peptide P0L2B 
correspondant respect ivement aux sequences en acides 
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amines 65-75 (SEQ ID NO 41) et 92-109 (SEQ ID NO 42), 
selon figure 34, et comprises respect ivement entre les 
octapeptides Phe-Cys-Ile-Pro-Val-Arg-Pro-Asp (FCIPVRPD) et 
Arg-Pro-Asp-Ser-Gln-Phe-Leu-Phe (RPDSQFLF) , et, Thr-Val- 
5 Leu-Pro-Gln-Gly-Phe-Arg (TVLPQGFR) et Leu-Phe-Gly-^Gln-Ala- 
Leu-Ala-Gln (LFGQALAQ) et une region moins reactive, mais 
apparemment plus specif igue, puisqu'elle ne produit aucun 
bruit de fond avec le serum temoin, representee par les 
octapeptides Leu-Phe-Ala-Phe-Glu-Asp-Pro-Leu ( LFAFEDPL) 

10 (SEQ ID NO 43) et Phe-Ala-Phe-Glu-Asp-Pro-Leu-Asn 

(FAFEDPLN) (SEQ ID NO 44). 

Ces regions permettent de definir de nouveaux 
peptides plus specifiques et plus immunoreactif s selon les 
techniques habituelles. 

15 II est ainsi possible, grace aux d&couvertes 

effectuees et aux methodes mises au point par les 
inventeurs, de realiser un diagnostic de !• infection et/ou 
de la reactivation MSRV-1, et d'evaluer une therapie dans 
la SEP sur la base de son efficacite a "negativer" la 

20 detection de ces agents dans les fluides biologiques des 
patients. De plus, la detection precoce chez des personnes 
ne prfesentant pas encore de signes neurologiques de SEP, 
pourrait permettre d»instaurer un traitement d'autant plus 
efficace sur devolution clinique ulterieure qu"il 

25 precederait le stade lfesionnel qui correspond a 
1" apparition des troubles neurologiques. Or, a ce jour, un 
diagnostic de SEP ne peut £tre etabli avant 1 1 installation 
d'une symptomatologie neurologique l^sionnelle et, done, 
aucun traitement n^st instaure avant 1* Emergence d f une 

30 clinique Svocatrice de lesions du systeme nerveux central 
deja consequentes. Le diagnostic d'une infection et/ou 
reactivation de MSRV-1 et/ou MSRV-2 chez l'homme est done 
determinant et la presente invention en fournit les 
moyens . 

35 il est ainsi possible, outre de realiser un 

diagnostic de 1" infection et/ou de la reactivation MSRV-1, 
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d f evaluer une therapie dans la SEP sur la base de son 
efficacit' a "negativer" la detection de ces agents dans 
les fluides biologiques des patients. 

5 EXEMPLE 12 : OBTENTION D' UN CLONE LB19 CONTENANT 

DNE P ARTIE DU GENE GAG DU RETROVIRUS MSRV-1 

Une technique PCR d€riv6e de la technique publiee 
par Gonzalez-Quintial R et al. (19) et PLAZA et al (25) a 
10 ete utilisee. A partir des ARNs totaux extrait d'une 
fraction de virion purifie comme deer it pr ecedemment , la 
cDNA a ete synthetise a l'aide d'une amorce specif ique 
(SEQ ID N°64)en 3* du genome a amplifier, en utilisant la 
EXPAND™ REVERSE TRANSCRIPTASE (BOEHRINGER MANNHEIM) . 

15 

cDNA : 

AAGGGGCATG GACGAGGTGG TGGCTTATTT (SEQ ID NO°65) (anti-Sens) 

Apres purification, une queue poly G a ete ajoutee a 
20 l'extrSmite 5' du cDNA a l'aide du kit "Terminal 
transferases kit" commercialism par la soci6t6 Boehringer 
Mannheim , selon le protocole du fabriquant. 

Une PCR d'ancrage a §te realisee a I'aide des amorces 
25 5 1 et 3 1 suivantes : 

AGATCTGCAG AATTCGATAT CACCCCCCCC CCCCCC (SEQ ID N°91) (sens),et 
AAATGTCTGC GGCACCAATC TCCATGTT (SEQ ID NO°64) (anti-Sens) 

Ensuite, une PCR d'ancrage semi-nichee a 6te realisee 
avec les amorces 5 1 et 3 1 suivantes : 

30 AGATCTGCAG AATTCGATAT CA (SEQ ID N°92) (sens) , et 

AAATGTCTGC GGCACCAATC TCCATGTT (SEQ ID NO°64) (anti-Sens) 



Les produits issus de la PCR ont ete purifies 
35 apr^s purification sur gel d 1 agarose selon les mSthodes 
conventionnelles (17) , puis resuspendus dans 
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10 microlitres d'eau distillfee. Une des proprifetes de la 
polymerase Taq consistant a a j outer une adenine a 
l'extemitfe 3 1 de chacun des deux brins d 1 ADN , l^DN obtenu 
a fete directement insferfe dans un plamide a l'aide du kit 
5 TA Cloning™ (British Biotechnology) . Les 2 /xl de solution 
d • ADN ont fete melanges avec 5 nl d'eau distillfee stferile, 
1 /xl d'un tampon de ligation 10 fois concentrfe "10X 
LIGATION BUFFER", 2 /xl "pCR™ VECTOR" (25 ng/ml) et 

1 /xl de "T4 DNA LIGASE" . Ce melange a fetfe incubfe une nuit 
10 a 12 °C. Les fetapes suivantes ont fete rfealisfees 
conformement au instructions du kit TA Cloning® (British 
Biotechnology) . A la f in de la procedure, les colonies 
blanches de bactferies recombinantes (white) ont fete 
repigufees pour etre cultivfees et permettre 1 1 extraction 
15 des plasmides incorporfes selon la procedure dite de 
"miniprep" (17) . La preparation de plasmide de chague 
colonie recombinante a fete coupee par une enzyme de 
restriction approprifee et analysfee sur gel d' agarose. Les 
plasmides possedant un insert detecte sous lumiere UV 
20 apres marguage du gel au bromure d^thidium, ont fetfe 
sfelectionnfes pour le sfeguen?age de .1* insert, apres 
hybridation avec une amorce complementaire du promoteur 
Sp6 prfesent sur le plasmide de clonage du TA Cloning Kit®. 
La rfeaction prealable au sfeguengage a ensuite fetfe 
25 effectufee selon la mfethode preconisfee pour 1 •utilisation 
du kit de seguengage "Prism ready reaction kit dye 
deoxyterminator cycle seguencing kit" (Applied Biosystems, 
ref. 401384) et le sfeguengage automatigue a fete rfealisfe 
avec l ( appareil "Automatic Seguencer, modele 373 A" 
30 Applied Biosystems selon les instructions du fabricant. 

L 1 amplification PCR selon la technigue citfee 
plus-haut a fete utilisfee sur un ADNc synthfetisfe a partir 
des acides nuclfeiques de fractions de particules 
infectantes purififees sur gradient de saccharose, selon la 
35 technique dfecrite par H. Perron (13) , a partir de 
surnageants de culture de lymphocytes B d'un patient 



WO 97/06260 



PCT/FR96/01244 



70 

atteint de SEP, immortalises par la souche B95 du virus 
d ■ Epstein-Barr (EBV) et exprimant des particules 
retrovirales associees a une activite transcriptase 
inverse telle que decrite par Perron et coll- (3) et dans 

5 les demandes de brevets franqrais SEP io, 11 et 12. le 
clone LB19 dont la sequence identifiee ,par SEQ ID NO 59, 
est presentee dans la figure 35. 

Ce clone permet de definir, avec le clone GM3 
pr§alablement sequence et le clone G+E+A (cf Exemple 15), 

10 une region de 690 paires de bases representative d'une 
partie significative du gene gag du retrovirus MSRV-1, 
telle que presentee dans la figure 36 . Cette sequence 
denommfee SEQ ID NO 88 est reconstitute a partir de 
dif ferents clones se recouvrant a leurs extremites. Cette 

15 sequence est identifiee sous la denomination region MSRV- 
1 "gag*". Dans la figure 36, une trame de lecture 
potentielle avec la traduction en acides amines est 
presentee en-dessous de la sequence en acides nucleiques* 

20 EXEMPLE 13 : OBTENTION D'UN CLONE PBdl3 CONTENANT 

UNE REGION DE GENE pol APPARENTEE AU RETROVIRUS MSRV-1 ET 
UNE REGION ENV APPAREMMENT INCOMPLETE CONTENANT UN CADRE 
DE LECTURE (ORP) POTENTIEL POUR UNE GLYCOPROTEINE. 

25 Extraction des ARN viraux ; les ARN ont 6te 

extraits selon la methode brievement decrite ci-aprSs. 

Un "pool" de surnageant de culture de 
lymphocytes B de patients atteints de SEP (650ml) est 
centrifuge 30 minutes a 10 000 g. Le culot viral obtenu 

30 est resuspendu dans 300 microlitres de PBS/lOmM MgCl 2 . Le 

materiel est traite par un melange DNAse (lOOmg/ml) /RNAse 
(50mg/ml) 30 minutes a 37 °C puis par de la proteinase K 
(50mg/ml) 30 minutes a 46°C. 

Les acides nucleiques sont extraits par un volume 
35 d'un melange ph6nol/SDS 0,1% (V/V) chauffe a 60°C puis 
reextraits par un volume de phenol/chlorof orme (1/1; V/V). 
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La precipitation du materiel est effectue par 
2,5 V d'fethanol en presence de 0,1 V d' acetate de sodium 
pH=5,2. Le culot obtenu apres centrif ugation est 
resuspendu dans 50 microlitres d'eau DEPC sterile. 

5 L'echantillon est de nouveaux traite par 50mg/ml 

de DNAse "RNAse free" 3 0 minutes & temperature ambiante, 
extrait par un volume de phenol/chlorof orme, et precipite 
en presence d 1 acetate de sodium et d'fethanol. 

L'ARN obtenu est quantifie par un lecture de D.O. 

10 a 260 nm- La presence de MSRV-1 et 1» absence de 
contaminant ADN est controle par une PGR et une RTPCR 
MSRV-1 specif ique associe a un ELOSA specif ique du genome 
MSRV-1. 

15 Svn these de cDNA: 

5 mg d'ARN sont utilises pour synthetiser un cDNA 
amorce par un oligonucleotide polydT selon les 
instructions du kit "cDNA Synthesis Module" (ref RPN 1256, 
Amersham) avec quelques modifications: la 

20 retrotranscription est effectuee a 4 5 °C au lieu des 42 °C 
recommandes . 

Le produit de synthese est purif ie par une double 
extraction et une double purification suivant les 
instructions du fabriquant. 
25 La presence de MSRV-1 est vferifiee par une PGR 

MSRV-1 associee h un ELOSA specif ique du genome MSRV-1. 

"Long Distance PCR" : fLD-PCR) 

500 ng de cDNA sont utilises pour l*etape de LD- 
30 PCR (Expand Long Template System; Boehringer (ref. 1681 
842) ) . 

Plusieurs couples d 1 oligonucleotides ont 6te 
utilises. Parmi ceux-ci, 1 couple d§fini par les amorces 
suivantes : 

35 amorce 5': GGAGAAGAGC AGCATAAGTG G (SEQ ID N°66) 

amorce 3': GTGCTGATTG GTGTATTTAC AATCC (SEQ ID N°67) . 
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Les conditions d 1 amplification sont les 
suivantes: 94 °C 10 secondes 

56°C 30 secondes 
5 68°C 5 minutes ; 

10 cycles puis 20, cycles avec un increment de 20 
secondes a chaque cycle sur le temps d ' elongation. A 
l 1 issue de cette premiere amplification, 2 microlitres du 
produit d f amplification sont soumis a une deuxieme 
10 amplification dans les memes conditions que precedemment . 

Les LD-PCR sont conduites dans un appareil PCR 
Perkin modele 9600 dans des microtubes a paroi fine 
(Boehringer) . 

Les produits d • amplification sont controles par 
15 Slectrophorese de 1/5 du volume d 1 amplification 
(10 microlitres) en gel d' agarose 1%. Pour le couple 
d" amorces deer it ci-dessus, on obtient une bande d» environ 
1,7 Kb, 

20 Clonaae du fragment am plifier 

Le produit PCR a 6t6 purifie par passage sur un 
gel d« agarose pr^paratif puis sur une colonne Costar 
(Spin; D- Dutcher) selon les instructions du fournisseur. 

2 microlitres de la solution purififee sont 
25 raboutfes avec 50 ng de vecteur PCRII selon les 
instructions du fournisseur (TA Cloning Kit; British 
Biotechnology) ) . 

Le vecteur recombinant obtenu est isole par 
transformation de bactfer ies DH5aF 1 compfetentes . Les 
30 bacteries sont select ionn§es sur leur resistance a 
I'ampicilline et la perte du metabolisme pour le Xgal 
(^colonies blanches) . La structure molfeculaire du vecteur 
recombinant est confirmfee par minipreparation plasmidique 
et hydro lyse par 1' enzyme EcoRl. 
35 FBdl3, un clone positif pour tous ces criteres a 

ete selectionne. Une preparation a large echelle du 
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plasmide recombinant a ete effectue a I'aide du kit 
Midiprep Quiagen (ref 12243) selon les instructions du 
f ournisseur . 

Le sequengage du clone FBdl3 est effectue grSce 
5 au kit Prism Ready Amplitaq FS dye terminator Perkin (ref. 
402119) suivant les instructions du fabriquant. Les 
reactions de sequences sont deposees sur un sequen?eur 
automat ique Perkin de type 377 ou 3 73A. La strategie de 
sequengage consiste en une "marche sur le gene" realis^e 
10 sur les deux brins du clone FBdl3 . 

La sequence du clone FBdl3 est identifiee par 
SEQ ID NO 58. 

Dans la figure 37, ^homologie de sequence entre 
le clone FBdl3 et le retrovirus HSERV-9 est representee 
15 sur le tableau matriciel par un trait plein, pour toute 
homologie partielle superieure ou 6gale a 70 %. On peut 
constater que des homologies existent dans les regions 
flanquantes du clone (avec le gene pol en 5 1 et avec le 
gene env puis le LTR en 3 • ) , mais que la region interne 
20 est totalement divergente et ne presente aucune homologie, 
meme faible, avec le gene env d 1 HSERV-9 . De plus, il 
apparait que le clone FBdl3 contient une region "env" plus 
longue que celle qui est d^crite pour 1 1 endogene def ectif 
HSERV-9 ; on peut ainsi constater que la region divergente 
25 interne constitue un "insert" entre les regions 
d" homologie partielle avec les genes def ectif s HSERV-9. 

Cette sequence suppl&cnentaire determine une orf 
potentielle, denommee ORF B13, qui est representee par sa 
sequence aminoacide SEQ ID NO 87 . 
30 La structure moleculaire du clone FBdl3 a ete 

analysee a l f aide du logiciel GeneWork et des banques de 
donn^es Genebank et SwissProt. 

5 sites de glycosylation ont §te trouvfes. 
La proteine n'a pas d f homologie significative 
35 avec des sequenc s d6ja connues. 
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II est probable que ce clone provienne d'une 
recombinaison avec un element retroviral endogene (ERV) , 
liee a la replication de MSRV-1. 

Un tel phenomene n f est pas sans generer 

5 1' expression de polypeptides, voire de proteines 
retrovirales endogenes qui ne sont pas necessairement 
tol§r6es par le systeme immunitaire. Un tel schema 
d 1 expression aberrante d» elements endogenes apparentes Sl 
MSRV-1 et/ou induite par ce dernier est susceptible de 

10 multiplier les antigenes aberrants et, done, de contribuer 
a 1' induction de processus autoimmuns tels qu*on les 
observe dans la SEP, II const itue a l 1 evidence un element 
original, jamais decrit a ce jour. En effet, 
1 1 interrogation des banques de donnees de sequences 

15 nucleiques disponibles dans la version n° 19 (1996) du 
logiciel "Entrez" (NCBI, NIH, Bethesda, USA) n'a pas 
permis d» identifier de sequence homologue connue 
comprenant 1' ensemble de la region env de ce clone. 

20 EXEMPLE 14 : OBTENTION D*UN CLONE FP6 CONTENANT 

UKE PARTXE DU GENE pol, AVEC UNE REGION CODANT POUR 
L • ENZYME TRANSCRIPTASE INVERSE HOMOLOGUE AU CLONE POL* 
MSRV-1, ET UNE REGION 3 a pol DIVERGENTE DES SEQUENCES 
EQUIVALENTES DECRITES DANS LES CLONES POL*, tpol, FBd3, 

25 JLBCl et JLBC2 . 

Une 3»RACE a et6 effectuee sur de l'ARN total 
extrait de plasma d'un patient atteint de SEP. Un plasma 
temoin sain, traite sous les memes conditions, a 6t6 

30 utilise comme controle negatif. La synthase de cDNA a §te 
realisfee avec 1' amorce oligo dT modifi&e suivante: 
5 1 GACTCGCTGC AGATCGATTT TTTTTTTTTT TTTT S^SEQ ID NO 68) 

et la transcriptase inverse "Expand RT" de 
Boehringer selon les conditions preconisees par la 

35 socifete. Une PCR a ete effectu§e avec l 1 enzyme Klentaq 
(Clont ch) sous les conditions suivantes : 94 °C 5 min puis 
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93°C 1 min, 58°C 1 rain, 68°C 3 min pendant 40 cycles et 
68 °C pendant 8 min et avec un volume react ionnel final de 
50 Ml- 

Amorces utilisfees pour la PGR : 
5 - amorce 5 1 , identififee par SEQ ID NO 69 

5 1 GCCATCAAGC CACCCAAGAA CTCTTAACTT 3 1 ; 

- amorce 3', identifiee par SEQ ID NO 68 (=la 
meme que pour le cDNA) 

Une deuxieme PCR dite "semi-nichfee" a fetfe 
10 rfealisfee avec une amorce 5 1 situfee a 1 • intferieur de la 
rfegion dfeja amplififee. Cette deuxieme PCR a fete effectufee 
sous les memes conditions expferimentales que celles 
utilisfees lors de la premiere PCR, en utilisant 10 m! du 
produit d 1 amplification issu de la premiere PCR. 
15 Amorces utilisees pour la PCR semi-nichee: 

- amorce 5', identifiee par SEQ ID NO 70 
5 1 CCAATAGCCA GACCATTATA TACACTAATT 3 • ; 

- amorce 3', identifiee par SEQ ID NO 68 (=la 
meme que pour le cDNA) 

20 Les amorces SEQ ID NO 69 et SEQ ID NO 70 sont 

spfecifiques de la region pol* : position n°403 a n°422 et 
n°641 a n°67 0 respect ivement. 

Un produit d ' amplification a ainsi fete obtenu a 
partir de l'ARN extracellulaire extrait du plasma d'un 

25 patient atteint de SEP. Le fragment correspondant n'a pas 
fetfe observe pour le plasma d'un tfemoin sain. Ce produit 
d 1 amplification a fete clone de la fa^on suivante. 

L 1 ADN amplifife a fetfe insferfe dans un plasmide a 
l'aide du kit TA Cloning™. Les 2 /il de solution d 1 ADN ont 

30 fetfe mfelangfes avec 5 /il d'eau distillfee stferile, 1 Ml d'un 
tampon de ligation 10 fois concentre "10X LIGATION 
BUFFER" g 2 Ml "pCR™ VECTOR" (25 ng/ml) et 1 Ml <*e "TA 

DNA LIGASE". Ce mfelange a fetfe incubfe une nuit a 12 °C. Les 
fetapes suivantes ont fetfe rfealisfees conf ormement au 
35 instructions du kit TA Cloning® (British Biotechnology) • A 
la fin de la procfedure, les colonies blanches de bacteries 
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recombinantes (white) ont §te repiquees pour etre 
cultiv^es et permettre 1' extraction des plasmides 
incorpores selon la procedure dite de "miniprep" (17). La 
preparation de plasmide de chaque colonie recombinante a 

5 £t6 coupee par une enzyme de restriction appropriee et 
analysee sur gel d* agarose. Les plasmides possedant un 
insert d^tecte sous lumiere UV apres marquage du gel au 
bromure d'ethidium, ont ete selectionnes pour le 
sequen?age de 1» insert, apres hybridation avec une amorce 

10 complementaire du promoteur Sp6 present sur le plasmide de 
clonage du TA cloning kit®. La reaction prealable au 
sequengage a ensuite ete effectuee selon la methode 
preconis^e pour 1 'utilisation du kit de s£quen<?age "Prism 
ready reaction kit dye deoxyterminator cycle sequencing 

15 kit" (Applied Biosystems, ref. 401384) et le sequengage 
automatique a 6te realise avec I'appareil 
"Automatic Sequencer, modele 373 A" Applied Biosystems, 
selon les instructions du fabricant. 

Le clone obtenu, nomme FP6, permet de d&finir une 

20 region de 467 pb homologue a 89% a la region pol* du 
retrovirus MSRV- 1 , et une r eg ion de 1167 pb homo logue a 
64% a la region pol d'ERV-9 (n°1634 a 2856). 

Le clone FP6 est represents sur la figure 38 par 
sa sequence nucl^otidique identifiee par SEQ ID NO 61. Les 

25 trois trames de lecture potentielles de ce clone sont 
presentees par leur s§quence aminoacide sous la sequence 
nucleot idique . 

EXEMPLE 15 : OBTENTIOK D'UNE REGION DENOHMEE 
30 G+E+A CONTENANT UNE ORP POUR UNE PROTEASE RETROVIRALE PAR 
AMPLIFICATION PCR DE LA SEQUENCE NUCLEIQUE CONTENUE ENTRE 
LA REGION 5 1 DEFINIE PAR LE CLONE "GM3" ET LA REGION 3 1 
DEFINIE PAR LE CLONE POL*, A PARTIR DE L'ARN EXTRAIT D'UN 
POOL DE PLASMAS DE PATIENTS ATTEINTS DE SEP. 

35 
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Des oligonucleotides specifiques des sequences 
MSRV-1 deja identifiees par la Demanderesse ont et§ 
d^finis pour amplifier l'ARN retroviral provenant de 
virions presents dans le plasma de patients atteints de 
SEP. Des reactions de contrSle ont §te effectuees de 
maniere a controler la presence de contaminants (reaction 
sur de l*eau). L 1 amplification consiste en une etape de 
RT-PCR t suivie d'une PCR "nichee" . Des couples d 1 amorces 
ont fete definis pour amplifier trois regions chevauchantes 
(denommees G , E et. A) sur les regions dfefinies par les 
sequences des clones GM3 et pol*, prealablement decrits. 

RT-PCR semi nichee pour 1 1 amplification de la region G : 

-dans le premier cycle RT-PCR, les amorces 

suivantes sont utilisees : 

amorce 1 : SEQ ID NO 71 (sens) 
amorce 2 : SEQ ID NO 72 (anti-sens) 

-dans le deuxieme cycle PCR, les amorces 
suivantes sont utilisees : 

amorce 1 : SEQ ID NO 73 (sens) 

amorce 4 : SEQ ID NO 74 (anti-sens) 
RT-PCR nichee pour 1 ' amplification de la region E : 

-dans le premier cycle RT-PCR, les amorces 
suivantes sont utilisees : 

amorce 5 : SEQ ID NO 75 (sens) 

amorce 6 : SEQ ID NO 76 (anti-sens) 

-dans le deuxieme cycle PCR, les amorces 
suivantes sont utilisees : 

amorce 7 : SEQ ID NO 77 (sens) 

amorce 8 : SEQ ID NO 78 (anti-sens) 
RT-PCR semi nichee pour 1 1 amplification de la region A; 

-dans le premier cycle RT-PCR, les amorces 
suivantes sont utilisees : 

amorce 9 : SEQ ID NO 79 (sens) 

amorce 10 : SEQ ID NO 80 (anti-sens) 
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-dans le deuxieme cycle PCR, les amorces 
suivantes sont utilisees : 

amorce 9 : SEQ ID NO 81 (sens) 
amorce 11 :SEQ ID NO 82 (anti-sens) 
5 Les amorces et les regions G, E et A qu 1 elles 

definissent sont positionnees comme suit : 



10 cDNA 

1 G 4 2 

5 7. S i. 6 

3 A 11 10 



GM3 POL* 

La sequence de la region definie par les 
diff brents clones G, E et A a ete determinee apres clonage 

20 et sequengage des produits d' amplification "nichee" • 

Les clones G, E et A ont 6t6 rassembles par PCR 
avec les amorces 1 en 5' du fragment G et 11 en 3 1 du 
fragment A , prec§demment deer ites • Un fragment G+E+A 
d 1 environ 1580bp a 6t£ amplifi€ et insere dans un plasmide 

25 a 1 1 aide du kit TA Cloning (marque de commerce) . La 
sequence du produit d 1 amplification correspondant a G+E+A 
a §t6 d6termin6e et 1* analyse des recouvrements G+E et E+A 
a 6t§ realisee. La s§quence est representee dans la 
figure 39, et correspond a la sequence SEQ ID NO 89. 

30 Une trame de lecture codant pour une protease 

rfetrovirale MSRV-1 a ete trouvee dans la region E. La 
sequence aminoacide de la protease, identifiee par SEQ ID 
NO 90, est presentfee dans la figure 40. 

35 EXEMPLE 16 : OBTENTION D 1 ON CLONE LTRGAG12 , 

APPARENTE AU UN ELEMENT RETROVIRAL ENDOGENE (ERV) PROCHE 
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DE MSRV-1, DAKS L'ADN D'UNE LIGNEE LYMPHOBLASTOIDE DE SEP 
PRODUISANT DBS VIRIONS ET EXPRIMAKT LE RETROVIRUS MSRV-1. 

Une PCR nichee a ete effectuee sur l'ADN extrait 
5 d'une lignee lymphoblastolde (lymphocytes B immortalises 
par le virus EBV, souche B95, comme deer it precedemment et 
comme cela est bien connu de l'homme de l'art) exprimant 
le retrovirus MSRV-1 et provenant des lymphocytes du sang 
peripherique d'un malade atteint de SEP. 
10 Dans la pr emigre etape PCR, les amorces suivantes 

sont utilisees : 

amorce 4 327 : CTCGATTTCT TGCTGGGCCT TA (SEQ ID NO 83) 
amorce 3512 : GTTGATTCCC TCCTCAAGCA (SEQ ID NO 84) 

Cette etape comprend 35 cycles d 1 amplification 
15 avec les conditions suivantes: 1 min a 94°C # 1 min a 54 °C * 
et 4 min a 72 °C. 

Dans le deuxieme etape PCR, les amorces suivantes 
sont utilisees : 

amorce 4294 : CTCTACCAAT CAGCATGTGG (SEQ ID NO 85) 
20 amorce 3591 : TGTTCCTCTT GGTCCCTAT (SEQ ID NO 86) 

Cette etape comprend 35 cycles d 1 amplification 
avec les conditions suivantes: 1 min a 94°C, 1 min a 54°C 
et 4 min a 72 °C. 

Les produits issus de la PCR ont ete purifies 
25 apres purification sur gel d 1 agarose selon les methodes 
convent ionnel les (17), puis resuspendus dans 10 ml d § eau 
distillfee. Une des proprietes de la polymerase Taq 
consistant a a j outer une adenine a l'extemit^ 3 1 de chacun 
des deux brins d 1 ADN , l^DN obtenu a fete directement 
30 insert dans un plamide a I 1 aide du kit TA Cloning™ 
(British Biotechnology) . Les 2 nl de solution d 1 ADN ont 
6t£ melanges avec 5 fil d'eau distill§e sterile, 1 Ml d f un 
tampon de ligation 10 fois concentre "10X LIGATION 
BUFFER", 2 /il de "pCR™ VECTOR" (25 ng/ml) et 1 Ml de 
35 "TA DNA LIGASE". Ce melange a €te incube une nuit a 12 °C. 
Les etapes suivantes ont ete rfealisees conformement au 
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instructions du kit TA Cloning (British Biotechnology) . A 
la fin de la procedure, 1 s colonies blanches de bacteries 
recombinantes (white) ont ete repiquees pour etre 
cultivees et pennettre l 1 extraction des plasmides 
5 incorpores selon la procedure dite de "miniprep" (17). La 
preparation de plasmide de chaque colonie recombinante a 
ete coupee par une enzyme de restriction appropriee et 
analysee sur gel d' agarose. Les plasmides possedant un 
insert detecte sous lumiere UV apres marquage du gel au 
10 bromure d'ethidium, ont ete selectionnes pour le 
sequencage de 1' insert, apres hybridation avec une amorce 
complementaire du promoteur Sp6 present sur le plasmide de 
clonage du TA Cloning Kit®. La reaction prealable au 
sequencage a ensuite ete effectuee selon la methode 
15 preconisee pour 1 'utilisation du kit de sequencage 
"Prism ready reaction kit dye deoxyterminator cycle 
sequencing kit" (Applied Biosystems, ref. 401384) et le 
sequencage automatique a ete realise avec l'appareil 
"Automatic Sequencer, modele 373 A" Applied Biosystems 
20 selon les instructions du fabricant. 

Ainsi, un clone denomme LTRGAG12 a pu etre obtenu 
et est represents par sa sequence interne identifiee par 

SEQ ID NO 60. 

Ce clone est vraisemblablement representatif 

25 d' elements endogenes proches d'ERV-9, present dans l'ADN 
humain, notamment dans l'ADN de patients atteints de SEP, 
et pouvant inter ferer avec 1' express ion du retrovirus 
MSRV-1, done pouvant avoir un r61e dans la pathogenie 
associee au retrovirus MSRV-1 et pouvant servir de 

30 marqueur d'une expression specif ique dans la pathologie 
concernee . 

EXEMPLE 17 : DETECTION D , ANTICORPS SPECIFIQUES 
ANT I -MSRV-1 DANS LE SERUM HUMAIN. 

35 
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L 1 identification de la sequence du gene pol du 
retrovirus MSRV-1 et d'un cadre de lecture ouverte de ce 
gene a permis de determiner la sequence SEQ ID NO 63 en 
acides amines d'une region dudit gene, referencee par 
5 SEQ ID NO 62. 

Differ ents peptides synthetiques correspondant a ** 
des fragments de la sequence proteique de la transcriptase 
inverse MSRV-1 codee par le gene pol , ont ete testes pour 
leur specificite antigenique vis a vis de sera de patients 
10 atteints de SEP et de temoins sains. 

Les peptides ont §te synthetises chimiquement par 
synthase en phase solide, selon la technique de Merrifield 
(22) . Les modalites pratiques sont celles decrites ci- 
apres . 

15 a) Svnthese des peptides : 

Les peptides ont 6t£ synthetises sur une resine 
phenylacStamidomfethyle (PAM) /polystyrene/ divinylbenzene 

(Applied Biosystems, Inc. Foster City, CA) , en utilisant 
un synthetiseur automatique "Applied Biosystems 430A". Les 

20 acides amines sont couples sous forme d' esters 
d»hydroxybenzotriazole (HOBT) . Les acides amines utilises 
proviennent de Novabiochem (Lauf lerlf ingen, Suisse) ou de 
Bachem (Bubendorf , Suisse) . 

La synthese chimique a ete effectuee en utilisant 

25 un protocole de double couplage avec la N-methyl- 
pyrrolidone (NMP) comme solvant. Les peptides ont ete 
coupes de la resine ainsi que les protections latferales, 
de maniere simultanee, a I'aide d'acide f luorhydrique (HF) 
dans un appareil approprie (appareil de coupure de type I, 

30 Peptide Instiute, Osaka, Japon) . 

Pour 1 g de peptidylresine, 10 ml de HF, 1 ml 
d'anisole et 1 ml de dim£thylsulfure 5DMS sont utilises. 
Le melange est agite durant 45 minutes S -2°C. Le HF est 
alors frvaporfe sous vide. Apres lavages intensifs a 

35 lather, le peptid est elue de la resine par de l'acide 
acetique 10%, puis lyophilise. 
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Les peptides sont purifies par chromatographic 
liquide haute performance preparative sur une colonne 
VYDAC de type C18 (250 x 21 mm) (The Separation Group, 
Hesperia, CA, USA), L'elution est realisee par un gradient 
5 d'acetonitrile a un debit de 22 ml/min. Les fractions 
collectees sont contr616es par une elution en condition 
isocratique sur une colonne VYDAC® C18 analytique 
(250 x 4,6 mm), a un debit de 1 ml/min. Les fractions qui 
pr^sentent le meme temps de retention sont reunies et 
10 lyophilisees. La fraction majoritaire est ensuite analysee 
par chromatographic liquide haute performance analytique, 
avec le systeme d§crit precedemment . Le peptide qui est 
considere comme de purete acceptable se traduit par un pic 
unique representant 95 % minimum du chromatogramme . 
15 Les peptides purifies sont ensuite analyses dans 

le but de controler leur composition en acides amines, a 
l*aide d'un analyseur d 1 acides amines automatique Applied 
Biosystems 420H. La mesure de la masse moleculaire 
chimique (moyenne) des peptides est obtenue en utilisant 
20 la spectrom&trie de masse L.S.I. M.S. en mode d^on positif 
sur un instrument a double focalisation VG. ZAB.ZSEQ relie 
a un syst%me d 1 acquisition DEC-VAX 2000 (VG analytical 
Ltd, Manchester, Angleterre) . 

La r^activite des differents peptides a ete 
25 testae contre des sera de patients atteints de SEP et 
contre des sera de temoins sains. Ceci a permis de 
select ionner un peptide denomme S24Q dont la sequence est 
identifi§e par SEQ ID NO 63, code par une sequence 
nucleotidique du gene pol de MSRV-1 (SEQ ID NO 62). 
30 b) Proprietes antiaeniaues : 

Les proprietes antigeniques du peptide S24Q ont 
6t§ mises en Evidence selon le protocole ELISA decrit ci- 
dessous. 

Le peptide S24Q lyophilis' a 6te dissous a une 
35 concentration de 1 mg/ml dans de I'acide ac§tique a 10%. 
Cette solution-mere a 6te aliquotee et gardee a +4°C pour 
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usage sous quinzaine, ou congelee a -20°C, pour un usage 
dans les 2 mois. Un aliquot est dilue dans une solution de 
PBS (Phosphate Buffer Saline) afin d'obtenir une 
concentration finale de peptide de 5 microgrammes/ml . 
5 100 microlitres de cette dilution sont deposes dans chaque 
puits de plaques de microtitration Nunc Maxisorb (nom 
commercial). Les plaques sont recouvertes d'un adhesif de 
type "plate-sealer" et maintenues 2 heures a +37 °C, pour 
la phase d 1 adsorption du peptide sur le plastique. 
10 L ' adhesif est enleve et les plaques sont lavees trois fois 
avec un volume de 300 microlitres d'une solution A (PBS 
lx, 0,05% Tween 20®), puis retournees sur un tissu 
absorbant. Les plaques ainsi egouttees sont remplies avec 
250 microlitres par puits d'une solution B (solution A + 
15 10 % de s€rum de chevre) , puis recouvertes d'un adh§sif et 
incubees 1 heure, a 37 °C. Les plaques sont ensuite lavees 
trois fois avec la solution A, comme deer it pr ecedemment . 

Les echantillons de sferum a tester sont 
prealablement dilues au l/100eme dans la solution B et 
20 100 microlitres de chaque serum dilue a tester sont 
deposes dans les puits de chaque plaque de microtitration. 
Un controle negatif est depose dans un puits de chaque 
plaque, sous la forme de 100 microlitres de tampon B. Les 
plaques recouvertes d'un adhesif sont alors incubees 
25 1 heure 3 0 min. a 37 °C. Les plaques sont ensuite lavees 
trois fois avec la solution A, comme d&crit precedemment. 
Pour la rfeponse IgG, un anticorps de chevre marque a la 
peroxydase et dirige contre les IgG humaines 
(commercialism par Jackson Immuno Research Inc.) est dilue 
30 dans la solution B (dilution 1/10 000). 100 microlitres de 
la dilution adequate de l 1 anticorps marque sont alors 
deposes dans chaque puits des plaques de microtitration et 
les plaques recouvertes d ! un adh§sif sont incubees 
1 heure, a 37 °C. Un nouveau lavage des plaques est ensuit 
35 effectue comme deer it precedemment. Parallelement , le 
substrat de la peroxydase est prepare selon les 
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indications des kits bioMerieux. 100 microlitres de 
solution-substrat sont deposes dans chaque puits et les 
plaques sont placees a l'abri de la lumiere pendant 20 a 
30 minutes, a temperature ambiante. 

5 Une f ois la reaction color^e stabilise , 

50 microlitres de Color 2 (nom commercial-bioMerieux) sont 
deposes dans chaque puits pour stopper la reaction. Les 
plaques sont immediatement placees dans un lecteur 
spectrophotometrique de plaques ELISA, et la densite 

10 optique (D . O . ) de chaque puits est lue a une longueur 
d f onde de 492 nm. 

Les echantillons serologiques sont deposes en 
double ou en triple et la densite optique (D.O. ) 
correspondant au serum teste est calculee en faisant la 

15 moyenne des D.O. obtenues pour un m§me echant i 1 Ion , a la 
meme dilution. 

La D.O. nette de chaque serum correspond a la 
D.O. moyenne du s§rum de laquelle est soustraite la D.O. 
moyenne du t&moin negatif (solution B : PBS, Tween 20® 

20 0,05%, 10% serum de chevre) . 

c) Detection d ' anticoros IaG anti- MSRV-1 f S240) 

par ELISA : 

La technique decrite ci-dessus a ete utilisee 
avec le peptide S24Q pour rechercher la presence 

25 d 1 anticorps IgG sp&cif iques anti-MSRV-1 dans le s§rum de 
15 patients, pour lesquels un diagnostic certain de SEP a 
6te pos6 selon les criteres de Poser (23) , et de 
15 temoins sains (donneurs de sang) . 

Dans la figure 41, les resultats de chaque serum 

30 test£ avec un anticorps anti-IgG, sont representes. Chaque 
barre verticale represente la densite optique (D.O a 
492 nm) nette d'un sferum test€. L*axe des ordonnees 
indique la D.O. nette au sommet des barres verticales. Les 
15 premieres barres v rticales situ^es a gauche de la 

35 ligne pointillfee verticale, reprfesentent 1 s scrums de 15 
t§moins sains (donneurs de sang) et les 15 barres 
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verticales situees a droite de la ligne pointillee 
verticale, representent les serums de 15 cas de SEP 
testes* Le graphigue permet de visualiser 2 temoins dont 
la D.O. emerge au dessus des valeurs groupees de la 
5 population temoin. Ces valeurs peuvent representer la 
presence d»IgG specif igues chez des patients seropositifs 
non-malades. Deux methodes ont done ete evalu^es pour 
determiner le seuil statistigue de posit ivite du test. 

La moyenne des D.O. nettes des temoins, y compris 
10 les temoins avec des D.O. nettes elevees, est de 0,129 et 
l f ecart type est de 0,06. Sans les 2 temoins dont les D.O. 
sont superieures a 0,2, la moyenne des temoins "negatifs" 
est de 0,107 et l'ecart-type de 0,03. Un seuil de 
positivite theorigue peut §tre calcule selon la formule : 
15 valeur seuil (moyenne des D.O. nettes des temoins 

egatifs) + (2 ou 3 x 6cart-type des D.O. nettes des 

temoins negatifs) . 
Dans le premier cas, on considere qu'il existe 
d es seropositifs non-malades- et la valeur seuil est egale 
20 a : 0,11 + (3 x 0,03) = 0,20. Les resultats negatifs 
representent un "bruit de fond" non specif ique de la 
presence d'anticorps specif iquement dirigfes contre un 
epitope du peptide. 

Dans le deuxieme cas, si 1' ensemble des temoins 
25 constitufes de donneurs de sang en bonne sant€ apparente 
est pris comme base de reference, sans exclure les serums 
a priori seropositifs, l^cart-type des "temoins non-SEP" 
est de 0,116. La valeur seuil devient alors : 
0,13 + (3 x 0,06) = 0,31. 
30 Selon cette derniere analyse, le test est 

specique de la SEP. A cet egard, on constate que le test 
est specif ique de la SEP, puisque comme montre dans le 
tableau 1, aucun temoin n'a une D.O. nette au-dessus de ce 
seuil. En fait ce resultat reflete le fait que les titres 
35 d'anticorps chez les patients atteints de SEP sont n 
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majorite plus elev§s que chez des terooins sains ayant 'te 
en contact avec MSRV-1. 

En fonction du premier mode de calcul et comme 
represente a la figure 41 et dans le tableau 3, 6 des 15 

5 serums SEP donnent un resultat positif (D.O. super ieure ou 
egale a 0,2) indiquant la presence d'IgG spfecif iquement 
dirigees contre le peptide S24Q, done contre une partie de 
l 1 enzyme transcriptase inverse du retrovirus MSRV-1 codee 
par son gene pol et, par consequent, contre le retrovirus 

10 MSRV-1. 

Ainsi, environ 40 % des patients SEP testes ont 
reagi contre un Epitope porte par le peptide S24Q et 
presentent des IgG circulantes dirigees contre ce dernier. 

2 donneurs de sang, en apparente bonne sante, sur 

15 15 presentent un resultat positif. Ainsi, il apparait 
qu' environ 13 % de la population non-malade peut avoir §te 
en contact d'un epitope porte par le peptide S24Q dans des 
conditions ayant conduit h une immunisation active qui se 
traduit par la persistance d'-IgG seriques specif iques. Ces 

20 conditions sont compatibles avec une immunisation contre 
la transcriptase inverse du retrovirus MSRV-1, lors d'une 
infection par le (et/ou reactivation du) retrovirus MSRV- 
1. L • absence de pathologie neurologique apparente evoquant 
la SEP chez ces temoins seropositifs peut indiquer qu'ils 

25 sont porteurs sains, ont eiimine un virus infectieux aprfes 
s'etre immunises ou qu ! ils constituent une population a 
risque de porteurs chroniques. En effet, les donnees 
epidemiologiques montrant qu f un agent pathogene present 
dans 1 1 environnement des regions a haute prevalence de 

30 SEP, peut Stre la cause de cette maladie, impliquent 
qu'une fraction de la population exempte de SEP a 
necessairement ete en contact avec un tel agent pathogene. 
On a montre que le retrovirus MSRV-1 constitue tout ou 
partie de cet "agent pathogene" a l'origine de la SEP et 
35 il est done normal que des temoins pris dans une 
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population saine presentment des anticorps de type igG 
contre des composants du retrovirus MSRV-1. 

Enfin, la detection d* anticorps anti-S24Q chez 
seulement une SEP"sur deux testee ici, peut reflfeter le 

5 fait que ce peptide ne represente pas un epitope 
immunodominant MSRV-1, que des variations inter- 
individuelles de souches peuvent induire une immunisation 
contre un motif peptidique divergent dans la meme region, 
ou encore que l 1 evolution de la maladie et les traitements 

10 suivis peuvent moduler dans le temps la rfeponse anticorps 
contre le peptide S24Q. 



TABLEAU N°3 



TEMOINS 


SEP 


0,101 


0,136 


0,058 


0, 391 


0, 126 


0,37 


0, 131 


0, 119 


0, 105 


0,267 


0,294 


0,141 


0, 116 


0, 102 


0, 088 


0,18 


0,105 


0,411 


0,172 


0,164 


0,137 


0,049 


0,223 


0,644 


0,08 


0,268 


0,073 


0, 065 


0,132 


0,074 






Moyenne 0,129 




Ecart Type 0,06 




Seuil 0,31 





15 



d) Detection d' anticorps IaM anti-MSRV-1 par 

ELISA : 

La technique ELISA avec le peptide S24Q a ete 
20 utilisee pour rechercher la presence d' anticorps 
specifiques IgM anti-MSRV-1 dans les memes serums que 
precedemment . 
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Dans la figure 42, les resultats de chaque serum 
test6 avec un anticorps anti-IgM, sont represents. Chaque 
barre verticale reprfesente la densite optique (D.O a 
492 nm) nette d'un serum teste. L'axe des ordonnees *" 
5 indique la D.O. nette au sommet des barres verticales. "Les 
15 premiferes barres verticales situfees a gauche de la 
ligne verticale coupant l'axe des abscisses representent 
les serums de 15 temoins sains (donneurs de sang) et les 
barres verticales situees & droite de la ligne pointill^e 
10 verticale , representent les serums de 15 cas de SEP 
testes . 

La moyenne des D.O. des SEP testees est de : 1,6. 
La moyenne des D.O. nettes des temoins est 

de : 0,7. 

15 L'ecart type des temoins negatifs est de : 0,6. 

Le seuil de positivite thSorique peut §tre 
calculi selon la formule : 

valeur seuil = (moyenne des D.O. des temoins 
negatifs) + (3 x ecart-type des D.O. des temoins negatifs) 
20 La valeur seuil est done egale a 0,7+ (3 x 0,6) = 2,5 ; 

Les r€sultats negatifs representent un "bruit de 
fond" non specif ique de la presence d» anticorps 
specif iquement diriges contre un epitope du peptide. 

Selon cette analyse et comme montrfe a la 
25 figure 42 et dans le tableau 4 correspondant, le test IgM 
est spec ique de la SEP, puisqu"aucun temoin n»a une D.O. 
nette au-dessus du seuil. 6 des 15 s&rums SEP produisent 
un resultat IgM positif 

La difference de seropre valence entre les SEP et 
30 la population tfemoin est extremement significative : 
test "chi-2", p<0,002. 

Ces resultats sont en faveur d'un role 
etiopathogenique de MSRV-1 dans la SEP. 

Ainsi, la detection des anticorps IgM t IgG 
35 contre le peptide S24Q permet d'evaluer, seul ou en 
combinaison avec d'autres peptides MSRV-1, l 1 evolution 
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d'une infection par MSRV-1 et/ou de la reactivation virale 
de MSRV-1. 

TABLEAU N°4 





SEP 


J. , *T ** Z7 


0 , 974 


O 171 

\J , «J / J. 


6, 117 


0,448 


2,883 


0,456 


1,945 


0,885 


1,787 


2,235 


0,273 


0,301 


1,766 


0,138 


0,668 


0,16 


2,603 


1,073 


0,802 


1,366 


0,245 


0,283 


0,147 


0,262 


2,441 


0,585 


0, 287 


0,356 


0,589 






Moyenne 0,7 




Ecart Type 0,6 




Valeur seuil 2,5 





II est possible, gr&ce aux nouvelles decouvertes 
effectuees et aux nouvelles methodes raises au point par 
les inventeurs, de permettre la realisation perf ectionnee 
de tests diagnostiques de 1' infection et/ou de la 
reactivation MSRV-1, et d'evaluer une therapie dans la SEP 
et/ou la PR, sur la base de son efficacite & "negativer" 
la detection de ces agents dans les fluides biologiques 
des patients. De plus, la detection precoce chez des 
personnes ne presentant pas encore de signes neurologiques 
de SEP, ou de signes rhumatologiques de PR, pourrait 
permettre d'instaurer un traitement d'autant plus efficace 
sur Involution clinique ulterieure qu'il precederait le 
stade lesionnel qui correspond a l 1 apparition des troubles 
cliniques. Or, a ce jour, un diagnostic de SEP ou de PR ne 
peut Stre etabli avant 1 ■ installation d f une 
symptomatologie lesionnel le et, done, aucun traitement 



10 



15 



20 
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n f est instaure avant 1 1 emergence d'une clinique evocatrice 
de lesions ddfeja consequentes. Le diagnostic d'une 
infection et/ou reactivation de MSRV-1 et/ou MSRV-2 chez 
l'homme est done determinant et la presente invention en 
fournit les moyens. 

II est ainsi possible, outre de realiser un 
diagnostic de 1 ' infection et/ou de la reactivation MSRV-1, 
d'evaluer une therapie dans la SEP sur la base de son 
efficacite a "negativer" la detection de ces agents dans 
les fluides biologiques des patients. 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES: 

5 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: BIOMERIEUX 

(B) RUE: AUCUNE 

(C) VILLE: MARCY L'ETOILE 
10 (E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 69280 

(ii) TITRE DE L * INVENTION : 
15 (iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 92 

(iv) FORME DECH I FFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

20 (C) SYSTEME D* EXPLOITATION: PC-DOS /MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 



25 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1158 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

30 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

35 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: Is 

CCCTTTGCCA CTACATCAAT TTTAGGAGTA AGGAAACCCA ACGGACAGTG GAGGTTAGTG 60 
CAAGAACTCA GGATTATCAA TGAGGCTGTT GTTCCTCTAT ACCCAGCTGT ACCTAACCCT 120 
TATACAGTGC TTTCCCAAAT ACCAGAGGAA GCAGAGTGGT TTACAGTCCT GGACCTTAAG 180 

40 GATGCCTTTT TCTGCATCCC TGTACGTCCT GACTCTCAAT TCTTGTTTGC CTTTGAAGAT 240 
CCTTTGAACC CAACGTCTCA ACTCACCTGG ACTGTTTTAC CCCAAGGGTT CAGGGATAGC 300 
CCCCATCTAT TTGGCCAGGC ATTAGCCCAA GACTTGAGTC AATTCTCATA CCTGGACACT 360 
CTTGTCCTTC AGTACATGGA TGATTTACTT TTAGTCGCCC GTTCAGAAAC CTTGTGCCAT 420 
CAAGCCACCC AAGAACTCTT AACTTTCCTC ACTACCTGTG GCTACAAGGT TTCCAAACCA 480 

45 AAGGCTCGGC TCTGCTCACA GGAGATTAGA TACTNAGGGC TAAAATTATC CAAAGGCACC 540 
AGGGCCCTCA GTGAGGAACG TATCCAGCCT ATACTGGCTT ATCCTCATCC CAAAACCCTA 600 
AAGCAACTAA GAGGGTTCCT TGGCATAACA GGTTTCTGCC GAAAACAGAT TCCCAGGTAC 660 
ASCCCAATAG CCAGACCATT ATATACACTA ATTANGGAAA CTCAGAAAGC CAATACCTAT 720 
TTAGTAAGAT GGACACCTAC AGAAGTGGCT TTCCAGGCCC TAAAGAAGGC CCTAACCCAA 780 

50 GCCCCAGTGT TCAGCTTGCC AACAGGGCAA GATTTTTCTT TATATGCCAC AGAAAAAACA 840 
GGAATAGCTC TAGGAGTCCT TACGCAGGTC TCAGGGATGA GCTTGCAACC CGTGGTATAC 900 
CTGAGTAAGG AAATTGATGT AGTGGCAAAG GGTTGGCCTC ATNGTTTATG GGTAATGGNG 960 
GCAGTAGCAG TCTNAGTATC TGAAGCAGTT AAAATAATAC AGGGAAGAGA TCTTNCTGTG1020 
TGGACATCTC ATGATGTGAA CGGCATACTC ACTGCTAAAG GAGACTTGTG GTTGTCAGAC1080 
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AACCATTTAC TTAANTATCA GGCTCTATTA CTTGAAGAGC CAGTGCTGNG ACTGCGCACT 1140 
TGTGCAACTC TTAAACCC 1158 



5 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERI ST I QUE S DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 297 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

10 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

15 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

CCCTTTGCCA CTACATCAAT TTTAGGAGTA AGGAAACCCA ACGGACAGTG GAGGTTAGTG 60 

CAAGAACTCA GGATTATCAA TGAGGCTGTT GTTCCTCTAT ACCCAGCTGT ACCTAACCCT 120 

TATACAGTGC TTTCCCAAAT ACCAGAGGAA GCAGAGTGGT TTACAGTCCT GGACCTTAAG 180 

20 GATGCCTTTT TCTGCATCCC TGTACGTCCT GACTCTCAAT TCTTGTTTGC CTTTGAAGAT 240 

CCTTTGAACC CAACGTCTCA ACTCACCTGG ACTGTTTTAC CCCAAGGGTT CAAGGGA 297 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

25 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 85 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
30 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

35 

GTTTAGGGAT ANCCCTCATC TCTTTGGTCA GGTACTGGCC CAAGATCTAG GCCACTTCTC 60 
AGGTCCAGSN ACTCTGTYCC TTCAG 85 



40 (2) INFORMATIONS POUR IA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 86 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

45 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin§aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

50 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 

GTTCAGGGAT AGCCCCCATC TATTTGGCCA GGCACTAGCT CAATACTTGA GCCAGTTCTC 60 
ATACCTGGAC AYTCTYGTCC TTCGGT 86 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) C ARACTERI ST I QUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 85 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

GTTCARRGA TAGCCCCCATC TATTTGGCCW RGYATTAGCC CAAGACTTGA GYCAATTCTC 60 
ATACCTGGA CACTCTTGTCC TTYRG 85 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) C ARACTERI ST IQUES DE LA SEQUENCE: 
20 (A) LONGUEUR: 85 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

25 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 

GTTCAGGGAT AGCTCCCATC TATTTGGCCT GGCATTAACC CGAGACTTAA GCCAGTTCTY 60 
30 ATACGTGGAC ACTCTTGTCC TTTGG 85 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

35 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 111 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

40 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 

45 GTGTTGCCAC AGGGGTTTAR RGATANCYCY CATCTMTTTG GYCWRGYAYT RRCYCRAKAY 60 
YTRRGYCAVT TCTYAKRYSY RGSNAYTCTB KYCCTTYRGT ACATGGATGA C 111 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

50 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 645 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
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(D ) CONFIGURATION : lin^aire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



5 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 



TCAGGGATAG CCCCCATCTA TTTGGCCAGG CATTAGCCCA AGACTTGAGT CAATTCTCAT 60 
ACCTGGACAC TCTTGTCCTT CAGTACATGG ATGATTTACT TTTAGTCGCC CGTTCAGAAA 120 
CCTTGTGCCA TCAAGCCACC CAAGAACTCT TAACTTTCCT CACTACCTGT GGCTACAAGG 180 

10 TTTCCAAACC AAAGGCTCGG CTCTGCTCAC AGGAGATTAG ATACTNAGGG CTAAAATTAT 240 
CCAAAGGCAC CAGGGCCCTC AGTGAGGAAC GTATCCAGCC TATACTGGCT TATCCTCATC 300 
CCAAAACCCT AAAGCAACTA AGAGGGTTCC TTGGCATAAC AGGTTTCTGC CGAAAACAGA 360 
TTCCCAGGTA CASCCCAATA GCCAGACCAT TATATACACT AATTANGGAA ACTCAGAAAG 420 
CCAATACCTA TTTAGTAAGA TGGACACCTA CAGAAGTGGC TTTCCAGGCC CTAAAGAAGG 480 

15 CCCTAACCCA AGCCCCAGTG TTCAGCTTGC CAACAGGGCA AGATTTTTCT TTATATGCCA 540 
CAGAAAAAAC AGGAATAGCT CTAGGAGTCC TTACGCAGGT CTCAGGGATG AGCTTGCAAC 600 
CCGTGGTATA CCTGAGTAAG GAAATTGATG TAGTGGCAAA GGGTT 645 



20 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 9: 



CAAGCCACCC AAGAACTCTT AAATTTCCTC ACTACCTGTG GCTACAAGGT TTCCAAACCA 60 
AAGGCTCAGC TCTGCTCACA GGAGATTAGA TACTTAGGGT TAAAATTATC CAAAGGCACC 120 
AGGGGCCTCA GTGAGGAACG TATCCAGCCT ATACTGGGTT ATCCTCATCC CAAAACCCTA 180 

35 AAGCAACTAA GAGGGTTCCT TAGCATGATC AGGTTTCTGC CGAAAACAAG ATTCCCAGGT 240 
ACAACCAAAA TAGCCAGACC ATTATATACA CTAATTAAGG AAACTCAGAA AGCCAATACC 300 
TATTTAGTAA GATGGACACC TAAACAGAAG GCTTTCCAGG CCCTAAAGAA GGCCCTAACC 360 
CAAGCCCCAG TGTTCAGCTT GCCAACAGGG CAAGATTTTT CTTTATATGG CACAGAAAAA 420 
ACAGGAATCG CTCTAGGAGT CCTTACACAG GTCCGAGGGA TGAGCTTGCA ACCCGTGGCA 480 

40 TACCTGAATA AGGAAATTGA TGTAGTGGCA AAGGGTTGGC CTCATNGTTT ATGGGTAATG 540 
GNGGCAGTAG CAGTCTNAGT ATCTGAAGCA GTTAAAATAA TACAGGGAAG AGATCTTNCT 600 
GTGTGGACAT CTCATGATGT GAACGGCATA CTCACTGCTA AAGGAGACTT GTGGTTGTCA 660 
GACAACCATT TACTTAANTA TCAGGCTCTA TTACTTGAAG AGCCAGTGCT GNGACTGCGC 720 
ACTTGTGCAA CTCTTAAACC C 741 



25 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 741 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: liniaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



30 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 



45 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 10: 



50 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 93 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin£aire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 

TGGAAAGTGT TGCCACAGGG CGCTGAAGCC TATCGCGTGC AGTTGCCGGA TGCCGCCTAT 60 
AGCCTCTACA TGGATGACAT CCTGCTGGCC TCC 93 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 11: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 96 pa ires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D ) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: lis 

TTGGATCCAG TGYTGCCACA GGGCGCTGAA GCCTATCGCG TGCAGTTGCC GGATGCCGCC 60 
TAT AG CCTCT ACGTGGATGA CCTSCTGAAG CTTGAG 96 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 748 paires de bases 

( B ) TYPE : nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 

TGCAAGCTTC ACCGCTTGCT GGATGTAGGC CTCAGTACCG GNGTGCCCCG CGCGCTGTAG 60 
TTCGATGTAG AAAGCGCCCG GAAACACGCG GGACCAATGC GTCGCCAGCT TGCGCGCCAG 120 
CGCCTCGTTG CCATTGGCCA GCGCCACGCC GATATCACCC GCCATGGCGC CGGAGAGCGC 180 
CAGCAGACCG GCGGCCAGCG GCGCATTCTC AACGCCGGGC TCGTCGAACC ATTCGGGGGC 240 
GATTTCCGCA CGACCGCGAT GCTGGTTGGA GAGCCAGGCC CTGGCCAGCA ACTGGCACAG 300 
GTTCAGGTAA CCCTGCTTGT CCCGCACCAA CAGCAGCAGG CGGGTCGGCT TGTCGCGCTC 360 
GTCGTGATTG GTGATCCACA CGTCAGCCCC GACGATGGGC TTCACGCCCT TGCCACGCGC 420 
TTCCTTGTAG ANGCGCACCA GCCCGAAGGC ATTGGCGAGA TCGGTCAGCG CCAAGGCGCC 480 
CATGCCATCT TTGGCGGCAG CCTTGACGGC ATCGTCGAGA CGGACATTGC CATCGACGAC 540 
GGAATATTCG GAGTGGAGAC GGAGGTGGAC GAAGCGCGGC GAATTCATCC GCGTATTGTA 600 
ACGGGTGACA CCTTCCGCAA AGCATTCCGG ACGTGCCCGA TTGACCCGGA GCAACCCCGC 660 
ACGGCTGCGC GGGCAGTTAT AATTTCGGCT TACGAATCAA CGGGTTACCC CAGGGCGCTG 720 
AAGCCTATCG CGTGCAGTTG CCGGATGC 748 



WO 97/06260 



98 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 13: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
5 (A) LONGUEUR: 18 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

10 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 
GCATCCGGCA ACTGCACG 18 

15 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 14: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
20 (A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

25 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 14: 
GTAGTTCGAT GTAGAAAGCG 20 

30 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 15: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
35 (A) LONGUEUR: 18 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

40 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15 
GCATCCGGCA ACTGCACG 18 

45 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 16: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
50 (A) LONGUEUR: 23 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 
AGGAGTAAG GAAACCCAACG GAC 23 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 17: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 19 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 17: 
TAAGAGTTGC ACAAGTGCG 19 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 18: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

( B ) TYPE : nuc leot ide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 18: 
TCAGGGATAG CCCCCATCTA T 21 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 19: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

( D ) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 19: 
AACCCTTTGC CACTACATCA ATTT 24 
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(2) INF RMATI NS POUR LA SEQ ID NO: 20: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
5 (A) LONGUEUR: 15 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

( D ) CONFIGURATION : lineaire 

10 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

( ix ) CARACTERISTIQUES : 

(B) EMPLACEMENT: 5, 7, 10, 13 

(D) AUTRES INFORMATIONS: G reprSsente 1 • inosine (i) 

15 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 20: 
GGTCGTGCCG CAGGG 15 

20 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 21: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

25 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

30 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 21: 
TTAGGGATA GCCCTCATCTC T 21 

35 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 22: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 
40 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

45 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 22: 
TCAGGGATAG CCCCCATCTA T 21 

50 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 23: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 
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(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 23 
AACCCTTTGC CACTACATCA ATTT 24 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 24: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
15 (A) LONGUEUR: 23 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

20 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : SEQ ID NO: 24 
GCGTAAGGAC TCCTAGAGCT ATT 23 



40 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 25: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
30 (A) LONGUEUR: 18 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

35 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 25 
TCATCCATGT ACCGAAGG 18 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 26: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 
45 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



50 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 26 



ATGGGGTTCC CAAGTTCCCT 20 
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(2) INF RMATI NS POUR LA SEQ ID NO: 27: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 pa ires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: linSaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 27 
GCCGATATCA CCCGCCATGG 20 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 28: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 
20 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 28 
GCATCCGGCA ACTGCACG 18 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 29: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 
35 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 29 
CGCGATGCTG GTTGGAGAGC 20 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 30: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 
50 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 30 
TCTCCACTCC GAATATTCCG 20 

5 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 31: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
10 (A) LONGUEUR: 26 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

15 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 31 
GATCTAGGCC ACTTCTCAGG TCCAGS 26 



20 



35 



40 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 32: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
25 (A) LONGUEUR: 23 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

30 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(ix) CARACTERISTIQUES: 

(B) EMPLACEMENT: 6, 12, 19 

(D) AUTRES INFORMATIONS: G represente l'inosine (i) 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 32 
CATCTGTTTG GGCAGGCAGT AGC 23 

2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 33: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 
45 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 



50 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 33 



CTTGAGCCAG TTCTCATACC TGGA 24 
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2) INFORMATIONS POUR IA SEQ ID NO: 34: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 22 paires de bases 
5 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

( D ) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 34 
AGTGYTRCCM CARGGCGCTG AA 22 



2) INFORMATIONS POUR IA SEQ ID NO: 35: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 paires de bases 

20 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 35 
GMGGCCAGCA GSAKGTCATC CA 22 

30 

2) INFORMATIONS POUR IA SEQ ID NO: 36$ 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 paires de bases 
35 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

40 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 36 
GGATGCCGCC TATAGCCTCT AC 22 

45 

2) INFORMATIONS POUR IA SEQ ID NO: 37: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 22 paires de bases 
50 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 37 
AAGCCTATCG CGTGCAGTTG CC 22 

5 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 38: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
10 (A) LONGUEUR: 40 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

15 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 38: 
TAAAGATCTA GAATTCGGCT ATAGGCGGCA TCCGGCAAGT 40 

20 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 39: 

<i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
25 (A) LONGUEUR: paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

30 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 39: 
cf figure 28 

35 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 40: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
40 (A) LONGUEUR: paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

45 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 40: 
cf figure 28 

50 



(2) INF RMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 41: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
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(A) LONGUEUR: paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

5 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 41: 
10 cf figure 34 



(2) INFORMATIONS POUR IA SEQ ID NO: 42: 

15 (i) C ARACTERI ST I QUE S DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

20 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 42: 
25 cf figure 34 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 43: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 43: 
40 cf figure 34 



30 



35 



(2) INFORMATIONS POUR IA SEQ ID NO: 44: 

45 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: paires de bases 

( B ) TYPE : nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

50 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 44: 
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cf figure 34 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 45: 

5 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOHBRE DE BRINS: simple 
10 (D ) CONFIGURATION: line a ire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 45: 

15 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 46: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
20 (A) LONGUEUR: paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

25 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 46: 
cf figure 13 

30 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 47: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
35 (A) LONGUEUR: 23 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

40 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 47: 

TGATGTGAAC GGCATACTCA CTG 23 

45 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 48: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
50 (A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 48: 
CCCAGAGGTT AGGAACTCCC TTTC 24 

(2) INFORMATIONS POUR I*A SEQ ID NO: 49: 



(i) C ARACTERI S T I QUE S DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
15 (D) CONFIGURATION: lineaire 



20 



25 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 49: 

GCTAAAGGAG ACTTGTGGTT GTCAG 25 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 50: 



(i) CARACTERI ST IQUE S DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
30 (D) CONFIGURATION: lineaire 



35 



40 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 50: 
CAACATGGGC ATTTCGGATT AG 22 

(2) INFORMATIONS POUR IA SEQ ID NO: 51: 



(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
45 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5l! 

50 

cf figure 15 



(2) INF RMATIONS P UR IA SEQ ID NO: 52: 
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(i) CARACTERI ST I QUE S DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

5 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin£aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

10 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 52; 

cf figure 16 



15 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 53: 

(i) CARACTERI ST IQUE S DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

20 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

25 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 53: 

cf figure 17 



30 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 54: 

(i) CARACTERI ST I QUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

35 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

40 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 54: 

CCTGAGTTCT TGCACTAACC C 21 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 55: 

45 (i) CARACTERI ST I QUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 23 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

50 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 55: 
GTCCGTTGGG TTTCCTTACT CCT 23 
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(2) INF RMATI NS P UR LA SEQ ID NO: 56: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
5 (A) LONGUEUR: paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: linSaire 

10 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 56i 
cf figure 23 



15 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 57: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
20 (A) LONGUEUR: paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

25 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 57: 
cf figure 27 (27a a 27c) 



30 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 58: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
35 (A) LONGUEUR: 1722 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

40 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 58: 

TGGAGAATAG CAGCATAAGT TGGCTGGCAG AAGTAGGGAA AGACAGCAAG 50 

45 AAGTAAAGAA AAAAARGAGA AAGTCAGAGA AAGAAAAAAA GAGAGGAAGA 100 

AACAAAGAAG AACTTGAAGA GAGAAAGAAG TAGTAAAGAA AAAACAGTAT 150 

ACCCTATTCC TTTAAAAGCC AGGGTAAATT TCTGTCTACC TAGCCAAGGC 200 

ATATTCTTCT TATGTGGAAC ATCAACCTAT ATCTGCCTCC CCACTAACTG 250 

GACAGGCACC TGAACCTTAG TCTTTCTAAG TCCCAACATT AACATTGCCC 300 

50 SSaaatca GACCCTATTG GTACCTGTCA AAGCTAAAGT CCCGTCAGTG 350 

cicAGCCATA CAACTAATAT CCCTATTTAT AGGGTTAGGA ATGGCTACTG 400 

SSagSS SSSSgCC GGTTTATCTA CTTCATTATC CTACTACCAT 450 

aSScTCAA AGAATTTCTC AGACAGTTTG CAAGAAATAA TGAAATCTAT 500 

CAATCCCAAT TAGACTCTTT GGCAGCAATG ACTCTCCAAA 550 

55 acSSSagg CCCACACCTC CTCACTGCTG agaaaggagg actctgcacc 600 

ttcttagggg aagagtgttg tttttacact aaccagtcag GGATAGTACG 650 
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AGATGCCACC TGGCATTTAC AGGAAAGGGC TTCTGATATC AGACAATGCC 700 

TTTCAAACTC TTATACCAAC CTCTGGAGTT GGGCAACATG GCTTCTTCCA 750 

TTTCTAGGTC CCATGGCAGC CAT CTTGCTG TTACTCACCT TTGGGCCCTG 800 

TATTTTTAAG CTTCTTGTCA AATTTGTTTC CTCTAGGATC GAAGCCATCA 850 

5 AGCTACAGAT GGTCTTACAA ATGGAACCCC AAATGAGTTC AACTAACAAC 900 

TTCTACCAAG GACCCCTGGA ACGATCCACT GGCACTTCCA CTAGCCTAGA 950 

GATTCCCCTC TGGAAGACAC TACAACTGCA GGGCCCCTTC TTTGCCCCTA 1000 

TCCAGCAGGA AGTAGCTAGA GCGGTCATCG GCCAAATTCC CAACAGCAGT 1050 

TGGGGTGTCC TGTTTAGAGG GGGGATTGAA GAGGTGACAG CCTGCTGGCA 1100 

10 GCCTCACAGC CCTCGTTGGY TCTCAGTGCC TCCTCAGCCT TGGTGCCCAC 1150 

TCTGGCCGTG CTTGAGGAGC CCTTCAGCCT GCCACTGCAC TGTGGGAGCC 1200 

TCTTTCTGGG CTGGACAAGG CCGGAGCCAG CTCCCTCAGC TTGCAGGGAG 1250 

GTATGGAGGG AGAGATGCAG GCGGGAACCA GGGCTGCGCA TGGCGCTTGC 1300 

GGGCCAGCAT GAGTTCCAGG TGGGCGTGGG CTCGGCGGGC CCCACACTCG 1350 

15 GGCAGTGAGG GGCTTAGCAC CTGGGCCAGA CAGATGCTGT GCTCAACTTC 1400 

TTCGCTGGGC CTTAGCTGCC TTCCCCGTGG GGCAGGGCTY CGGGAACMTG 1450 

CAGCCTGCCC ATG CTTGAGC CCCCCACCCC GCCGTGGGTT CYTGCACAGC 1500 

CCAAGCTTCC CGGACAAGCA CCACCCCTTA TCCACGGTGC CCAGTCCCAT 1550 

CAACCACCCA AGGGTTGAGG AGTGCGGGCA CACAGCGCGG GATTGGCAGG 1600 

20 CAGTTCCACT TGCGGCCTTG GTGCGGGATC CACTGCGTGA AGCCAGCTGG 1650 

GCTCCTGAGT CTGGTGGGGA CTTGGAGAAT CTTTATGTCT AGCTAAGGGA 1700 

TTGTAAATAC ACCAATCAGC AC 1722 



25 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 59: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 495 paires de bases 

( B ) TYPE : nucleot ide 

30 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

35 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 59: 

CTTCCCCAAC TAATAAGGAC CCCCCTTTCA ACCCAAACAG TCCAAAAGGA CATAGACAAA 60 
GGAGTAAACA ATGAACCAAA GAGTGCCAAT ATTCCCTGGT TATGCACCCT CCAAGCGGTG 120 
GGAGAAGAAT TCGGCCCAGC CAGAGTGCAT GTACCTTTTT CTCTCTCACA CTTGAAGCAA 180 

40 ATTAAAATAG ACNTAGGTNA ATTNTCAGAT AGCCCTGATG GYTATATTGA TGTTTTACAA 240 
GGATTAGGAC AATCCTTTGA TCTGACATGG AGAGATATAA TATTACTGCT AAATCAGACG 300 
CTAACCTCAA ATGAGAGAAG TGCTGCCATA ACTGG AG CCC GAGAGTTTGG CAATCTCTGG 360 
TATCTCAGTC AGGTCAATGA TAGGATGACA ACGGAGGAAA GAGAACGATT CCCCACAGGG 420 
CAGCAGGCAG TTCCCAGTGT AGCTCCTCAT TGGGACACAG AATCAGAACA TGGAGATTGG 480 

45 TGCCGCAGAC ATTTA 495 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 60: 

50 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2503 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

55 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 60: 
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CCAAGAACCC ACCAATTCCG GANCACATTT TGGCGACCAC GAAGGGACTT TCGCATATCG 60 
CCAAGCGGTG AGACAATAGC CGAGCGGTGA GACCTTTCCC AATCGCCAAG CAGTGAGTAC 120 
CATCAGACCC CTTTCACTTG CTATTCTGTC CTATCTTTCT TTAGAATTCG GGGGCTAAAT 180 
ACCGGGCATC TGTCAGCCAT TTAAAAGTGA CTAGCGGGCC GCCGGACTAA AGACACGGGT 240 
5 GTCAAGCTTT CTGGGAAAGG GCTCTCTAAC AACCCCCAAC TCTTTGGAGT TGGGACCGTT 300 
GGTTTGCCTA GAACCAGCTT CCGCTTTTCC TGTACTTCTG GGCTGAGCCG TGGGTTGACA 360 
GTGAAGGAAA GCCATGCATC TCCGGGGTCT CGMCAACATG TTGGTTGACC CTGCGGCCAT 420 
GAGTGGAACT CTCAAAAGCA TGTCGCCCAA GCGACACTCG CCTATCTATC CTATCTATCC 480 
TGACCCTTGC CCTCTGGGTC CTAATGCCTG CCAGACAAAC TTCCTCTCGC CTCTCTTCTC 540 
10 TGAAGCTAGA ACCGCTTCTA AAAATTGCTA CCTGGTCTCT GGTGCTTTTC CTARTTTCTC 600 
CTATAAAGAA TGAWTTCTAG TATTAAACTC CAGGACTCTG TTACCTTCTT TAGGCACCCG 660 
GGCTCACCAA TCAGAAAGAC ACAGTTTTTG CCCAAGGCCC CATCGTAGTG GGGACTACCT 720 
GGAATTTTAG GATCCCTCCT CAGACTAACA GGCCTAACAA AAGTTATTCC TGAAGCTAGG 780 
ATATGGGGAG CCTCAGAAAT TGTATCCCTC CTATTCATAT AAGTGAGAAC AAAAGGTGTC 840 
15 ACTCTTCCAA CCCTGAAGAT CCCCTCCCTC CCTCAGGGTA TGGCCCTCCA TTTCATTTTT 900 
GTGGCATAAC ATCTTTATAG GATGGGGTAA AGTCCCAATA CTAACAGGAG AATGCTTAGG 960 
ACTCTAACAG GTTTTTGAGA ATGCGTCAGT AAGGGCCACT AAATCTGATT TTTCTCAGTC 1020 
GGTCCTCCTT GTGGTCTAGG AGGACAGGCA AGGTTGTGCA GGTTTTCGAG AATGCGTCAG 1080 
TAAGGACCAC TAAATCCGAC CTTCCTCGGT CCTCCATGTG GTCTGGGAGG AAAACTAGTG 1140 
20 TTTCTGCTGC TGCGTCGGTG AGCGCAACTA TTCAAGTCAG CAGGGTCCAG GGACCGTTGC 1200 
AGGTTCTTGG GCAGGGGTTG TTTCTGCTGC TGCATTGGTG AATGCAACTA TTCTGATCAG 1260 
CAGGGTCCCA GGACCATTGC AGGTCCTTGG GCAGGGAGAG AAACAAAACA AACCAAAACT 1320 
GTGGGCGGTT TTGTCTTTCA TATGGGAAAC ACTCAGGCAT CAACAGGTTC ACCCTTGAAA 1380 
TGCATCCTAA GCCATTGGGA CCAATTTGAC CCACAAACCC TGAAAAAGAG GAGGCTCATT 1440 
25 TTTTCCTGCA CTACGGCTTG GCCCCAATAT TCTCTTTYTG ATGGGGAAAA ATGGCCACCT 1500 
GAGGGAAGCA CAAATTACAA TAYTATCCTA CAGCYTGATC TTTTCTGTAA GAGGGAAGGC 1560 
AAATGGAGTG AATACCTTAT GTCCAAGCTT TCTTTTCATT GAGGGAGAAT ACACAACTAT 1620 
GCAAAGCTTG CAATTTACAT CCCACAGGAG GACCCTTCAG CTTACCCCCA TATCCTAGCC 1680 
TCCCTATAGC TTCCCTTCCT ATTGATGATA CTCCTCCTCT AATCTCCCCT GCCCAGAAGG 1740 
30 AAATAAGCAA AGAAATCTCC AAAGGTCCAC AAAAACCCCC GGGCTATCGG TTATGTCCCT 1800 
TCAAGYTGTA GGGGGAGGGG AATTTGGCCC AACCCGGGTG CATGTCCCTT CTCCCTCTCT 1860 
GATTTAAAGC AGATCAAGGC AGACCTGGGG AAGTTTTCAG ATGATCCTGA TAGGTACATA 1920 
GATGTCCTAC AGGGTCTAGG GCAAACCTTT GACCTCACTT GGAGAGACGT CATGCTACTG 1980 
TTAGATCAAA CCCTGGCCTT TAATGAAAAG AATGCGGCTT TAGCTGCAGC CTGAGAGTTT 2040 
35 GGAGATACCT GGTATCCTAG TCAAGTAAAT GAAAGAATGA CAGCCGAAGA AAGGGACAAC 2100 
TTCCTTACTG GTCAGCAACC CATCCCCAGT ATGGATCCCC ACTGGGACTT TGACTCAGAT 2160 
CATGGGGACT GGAGTCGTAA ACATCTGTTG ATCTGTGTTC TGGAAGGACT AAGGAGAATT 2220 
GGGAAAAAGC CCATGAATTA TTCAATGATA TCCACCATAA CCCAGGGAAA GGAAGAAAAT 2280 
CCTTCTGCCT TCCTCGAGCG GCTACAAGAG GCCTTAAGAA AATATACTCC CCTGTCACCC 2340 
40 GAATCACTCG AGGGTCAATT GATTCTAAAA GATAAGTTTA TTACCCAATC AGCCACAGAT 2400 
ATCAGGAGAA AGCTCCAAAA GCAAGCCCTG AGCCTGAACA AAATCTAGAG ACATTATTAA 2460 
ACCTGGCAAC CTTGGTGTTC TATAATAGGG ACCAAGAGGA ACA 2503 



45 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 61: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1167 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

50 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: linSaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

55 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 61: 

AAGGAAACTC AGAAAGCCAA TACCCATTTA GTAAGATGGA CACCAGAAGC AGAAGCAGCT 60 
TTCCAGGCCC TAAAGAAATC CCTAACCCAA GCCCCAGTGT TAAGCTTGCC AACGGGGCAA 120 
GACTTTTCTT TATATGTCAC AGAAAAACAG GAATAGCTCT AGGAGTCCTT ACACAGGTCC 180 
60 AAGGGACAAG CTTGCAACCT GTGGCATACC TGAGTAAGGA AACTGATGTA NTGGCAAAGG 240 
GTTGGCCTCA TTGTTTACAG GTAGGGCAGC AGTAGCAGTC TTAGTTTCTG AAACAGTTAA 300 
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AATAATACAG GGAAGAGATC TTACTGTGTG 
TGCTAAAGAG GACTTGTGGC TGTCAGACAA 
TGAAGTGCCA GTGCTGCGAC TGCACATTTG 
AGACAATGAA GAAAAGATAG AACATAACTG 
5 TCGAGGGGAC CTTCTAGAGG TTCCCTTGAC 
AAGTTCCTTG G C AG AAAAAG GACTTTGAAA 
AATACTTGAA AGTAATCGCC TCACTCCAGG 
CCTCACTTGG GCACTAGAAT TAGGAGAAGG 
GTATGCTTAC CTAGTCCTCC ATGCCCATGC 

10 TTCTGAGGGA ACACCTATCA ACCATCAGGG 
AGAAACCTAA AGAGGTGGCA GTCTTACACT 
AAATAGAAGG CAATCGCCAA GCGGATATTG 
CATTAGAAAT GCTTATAGAA GGACCCCTAG 
CCCAGTACTC AGCAGGAAAA ATAGAATAGG 

15 CCAGATGGCT AGCCACTGAG GAAGGAA 
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GACATCTCAT GATGTGAACG GCATACTCAC 360 
CCATTTACTT AAATAGCAGG TTCTATTACT 420 
TGCAACTCTT AACCCAGCCA CATTTCTTCC 480 
TCAACAAGTA ATTGCTCAAA CCTATGCTGC 540 
TGATCCCGAC CTCAACTTGT ATACTGATGG 600 
AGCGGGGTAT GCAGTGATCA GTGATAATGG 660 
AACTAGTGCT CACCTGGCAG AACTAAT AG C 720 
AAAAAGGGTA AATATATATT CAGACTCTAA 780 
AGCAATATGG AGAGAGAGGG AATTCCTAAC 840 
AAGCCATTAG GAGATTATTA TTGGCTGTAC 900 
GCCAGGGTCA TCAGGAAGAA GAGGAAAGGG 960 
AAGCAAAAAA AGCCGCAAGG CAGGACTCTC 1020 
TATGGGGTAA TCCCCTCTGG GAAACCAAGC 1080 
AAACCTCACA AGGACATACT TTCCTCCCCT 1140 

1167 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 62: 

20 (i) CARACTERI ST I QUE S DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 78 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

25 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 62: 

30 TCCAAAGGCA CCAGGGCCCT CAGTGAGGAA CGTATCCAGC CTATACTGGC TTATCCTCAT 60 
CCCAAAACCC TAAAGCAA 78 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 63: 

35 (i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 26 residue d'acide amine 

(B) TYPE: acides amines 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

40 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 63: 

Ser Lys Gly Thr Arg Ala Leu Ser Glu Glu Arg lie Gin Pro lie Leu 
15 10 15 

45 Ala Tyr Pro His Pro Lys Thr Leu Lys Gin 
20 25 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 64: 

50 (i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 28 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 64: 
5 AAATGTCTGC GGCACCAATC TCCATGTT 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 65: 

10 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 pa ires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOHBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: linSaire 

15 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 65: 

20 AAGGGGCATG GACGAGGTGG TGGCTTATTT 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 66: 

25 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D ) CONFIGURATION : lineaire 

30 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 66: 

35 GGAGAAGAGC AGCATAAGTG G 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 67: 

40 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

45 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 67 
50 GTGCTGATTG GTGTATTTAC AATCC 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 68: 



WO 97/06260 



PCT/FR96/01244 



115 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 34 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

5 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

10 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 68: 

GACTCGCTGC AGATCGATTT TTTTTTTTTT TTTT 34 



15 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 69: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

20 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

25 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 69: 

GCCATCAAGC CACCCAAGAA CTCTTAACTT 30 



30 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 70: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

35 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

40 (xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 70: 

CCAATAGCCA GACCATTATA TACACTAATT 



45 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 71: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 23 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

50 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 71: 
GCCATAACTG CAACCCAAGA GTT 

5 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 72: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 23 paires de bases 
10 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

15 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 72: 
GGACGAGGTG GTGGCTTATT TCT 

20 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 73: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 
25 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

( D ) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

30 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 73: 
AACTTGCGTG CTAGAAGGAC TAAGG 

35 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 74: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 
40 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

45 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 74: 
AACTTTTCCC TTTTCCAGAT CCTC 

50 

(2) INF RMATI NS P UR IA SEQ ID NO: 75: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 22 paires de bas s 
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(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BR INS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

5 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 75: 
G CAT AC CAGG CAAGTGGACA TT 

10 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 76: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
15 (A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

20 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 76: 
CTGTCCGTTG GGTTTCCTTA CTCCT 

25 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 77: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
30 (A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

35 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 77: 
GAGGCTCTGG AAAAGGGAAA AGTT 

40 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 78: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
45 (A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

50 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: : 
CTGTCCGTTG GGTTTCCTTA CTCCT 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 79: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

( B ) TYPE : nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

( D ) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 79: 
15 AGGAGTAAGG AAACCCAACG GACAG 



5 



10 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 80: 

20 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

25 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 80: 
30 TGTATATAAT GGTCTGGCTA TTGGG 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 81: 

35 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

( B ) TYPE : nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

40 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 81: 
45 AGGAGTAAGG AAACCCAACG GACAG 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 82: 

50 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 26 paires d bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 82: 

5 

TTCGGCAGAA ACCTGTTATG CCAAGG 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 83: 

10 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
15 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: : 

20 

CTCGATTTCT TGCTGGGCCT TA 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 84: 

25 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
30 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 84: 

35 

GTTGATTCCC TCCTCAAGCA 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 85: 

40 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
45 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 85: 

50 



CTCTACCAAT CAGCATGTGG 
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(2) INF RMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 86: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 19 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE : * ADNc 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 86: 



TGTTCCTCTT GGTCCCTAT 19 

15 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 87: 

(i) C ARACTERI S T IQUE S DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 433 residue d'acide amine 
20 (B) TYPE: acides amines 

(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 87: 

MATATGTG I A GLSTSLSYYH TLSKNFSDSL QEIMKSILTL QSQLDSLAAM 50 

TLQNRRGPHL LTAEKGGLCT FLGEECCFYT NQSGIVRDAT WHLQERASDI 100 

RQCLSNSYTN LWSWATWLLP FLGPMAAILL LLTFGPCIFK LLVKFVSSRI 150 

EAIKLQMVLQ MEPQMSSTNN FYQGPLERST GTSTSLEIPL WKTLQLQGPF 200 

30 FAPIQQEVAR AVIGQIPNSS WGVLFRGGIE EVTACWQPHS PRWXSVPPQP 250 

WCPLWPCLRS PSACHCTVGA SFWAGQGRSQ LPQLAGRYGG RDAGGNQGCA 300 

WRLRASMSSR WAWARRAPHS GSEGLSTWAR QMLCSTSSLG LSCLPRGAGL 350 

REXAACPCLS PPPRRGFLHS PSFPDKHHPL STVPSPINHP RVEECGHTAR 400 

DWQAVPLAAL VRDPLREASW APESGGDLEN LYV 433 

35 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 88: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
40 (A) LONGUEUR: 693 paires de bases 

( B ) TYPE : nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin§aire 

45 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 88: 

CTTCCCCAAC TAATAAGGAC CCCCCTTTCA ACCCAAACAG TCCAAAAGGA CATAGACAAA 60 
50 GGAGTAAACA ATGAACCAAA GAGTGCCAAT ATTCCCTGGT TATGCACCCT CCAAGCGGTG 120 
GGAGAAGAAT TCGGCCCAGC CAGAGTGCAT GTACCTTTTT CTCTCTCACA CTTGAAGCAA 180 
ATTAAAATAG ACNTAGGTNA ATTNTCAGAT AGCCCTGATG GYTATATTGA TGTTTTACAA 240 
GGATTAGGAC AATCCTTTGA TCTGACATGG AGAGATATAA TATTACTGCT AAATCAGACG 300 
CTAACCTCAA ATGAGAGAAG TGCTGCCATA ACTGGAGCCC GAGAGTTTGG CAATCTCTGG 360 
55 TATCTCAGTC AGGTCAATGA TAGGATGACA ACGGAGGAAA GAGAACGATT CCCCACAGGG 420 
CAGCAGGCAG TTCCCAGTGT AGCTCCTCAT TGGGACACAG AATCAGAACA TGGAGATTGG 480 
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TGCCG CAGAC ATTTACTAAC TTGCGTGCTA GAAGGACTAA GGAAAACTAG G AAG ACT AT G 540 
AATTATTCAA TGATGTCCAC TATAACACAG GGGAAAGGAA GAAAATCCTA CTGCCTTTCT 600 
GGAGAGACTA AGGGAGGCAT TGAGGAAGCA TACCAGGCAA GTGGACATTG GAGGCTCTGG 660 
AAAAGGGAAA AGTTGGGCAA ATTGAATGCC TAA 693 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 89: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
10 (A) LONGUEUR: 1577 palres de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

15 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 89: 

AACTTGCGTG CTAGAAGGAC TAAGGAAAAC TAGGAAGACT ATGAATTATT CAATGATGTC 60 

20 CACTATAACA CAGGGGAAAG GAAGAAAATC CTACTGCCTT TCTGGAGAGA CTAAGGGAGG 120 
CATTGAGGAA GCATACCAGG CAAGTGGACA TTGGAGGCTC TGGAAAAGGG AAAAGTTGGG 180 
CAAATTGAAT GCCTAATAGG GCTTGCTTCC AGTGCAGTCT ACAAGGACGC TTTAGAAAAG 240 
ATTGTCCAAG TAGAAATAAG CCGCCCCTCG TCCATGCCCC TTATGTCAAG GGAATCACTG 300 
GAAGGCCTAC TGCCCCAGGG GACGAAGGTC CTCTGAGTCA G AAG CC ACT A ACCTGATGAT 360 

25 CCAGCAGCAG GACTGAGGGT GCCCGGGGCA AGTGCCAGCC CATGCCATCA CCCTCAGAGC 420 
CCCGGGTATG TTTGACCATT GAGAGCCAGG AAGTTAACTG TCTCCTGGAC ACTGGCGCAG 480 
CCTTCTCAGT CTTACTTTCC TGTCCCAGAC AATTGTCCTC CAGATCTGTC ACTATCCGAG 540 
GGGTCCTAAG ACAGCCAGTC ACTACATACT TCTCTCAGCC ACTAAGTTGT GACTGGGGAA 600 
CTTTACTCTT TTCACATGCT TTTCTAATTA TGCCTGAAAG CCCCACTCCC TTGTTAGGGA 660 

30 GAGACATTTT AG CAAAAGCA GGGGCCATTA TACACCTGAA CATAGGAAAA GGAATACCCA 720 
TTTGCTGTCC CCTGCTTGAG GAAGGAATTA ATCCTGAAGT CTGGGCAATA GAAGGACAAT 780 
ATGGACAAGC AAAGAATGCC CGTCCTGTTC AAGTTAAACT AAAGGATTCT GCCTCCTTTC 840 
CCTACCAAAG GAAGTACCCT CTTAGACCCG AGGCCCTACA AGGACTCAAA AGATTGTTAA 900 
GGACCTAAAA GCCCAAGGCC TAGTAAAACC ATGCAGTAGC CCCTGCAATA CTCCAATTTT 960 

35 AGGAGTAAGG AAACCCAACG GACAGTGGAG GTTAGTGCAA GATCTCAGGA TTATTAATGA 1020 
GGCTGTTTTT CCTCTATACC CAGCTGTATC TAGCCCTTAT ACTCTGCTTT CCCTAATACC 1080 
AG AGGAAG C A GAGTAGTTTA CAGTCCTGGA CCT TAAGG AT GCCTCTTTCT GCATCCCTGT 1140 
ACATCCTGAT TCTCAATTCT TGTTTGTCTT TGAAGATCCT TTGAACCCAA TGTCTCAATT 1200 
CACCTGGACT GTTTTACCCC AGGGGTTCCG GGATAGCCCC CATCTATTTG GCCAGGCATT 1260 

40 AGCCCAAGAC TTGAGCCAAT TCTCATACCT GGACATCTTG TCCTTCGGTA TGGGATGATT 1320 
TAATTTTAGC CACCCGTTCA GAAACCTTGT GCCATCAAGC CACCCAAGCG TTCTTAAATT 1380 
TCCTCACTCC GTGTGGCTAC AAGGTTTCCA AACCAAAGGC TCAGCTCTGC TCACAGCAGG 1440 
TTAAATACTT AGGGTTAAAA TTATCCAAAG GCACCAGGGC CCTCTGTGAG GAATGTATCC 1500 
AACCTGTACT GGCTTATCTT CATCCCAAAA CCCTAAAGCA ACTAAGAAGG TCCTTGGCAT 1560 

45 AACAGGTTTC TGCCGAA 1577 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 90: 

50 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 182 residue d'acide amine 

(B) TYPE: acides amines 



55 



(ii) TYPE DE MOLECULE: peptide 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 90: 



S S SRTEGARG KCQPMPSPSE PRVCLTIESQ EVNCLLDTGA AFSVLLSCPR 50 
QLSSRSVTIR GVLRQPVTTY FSQPLSCDWG TLLFSHAFLI MPESPTPLLG 100 
60 RDILAKAGAI IHLNIGKGIP ICCPLLEEGI NPEVWAIEGQ YGQAKNARPV 150 
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QVKLKDSASF PYQRKYPLRP EALQGLKRLL RT 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 91: 

5 

(i) CARACTERI ST I QUE S DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 36 paires de bases 

( B ) TYPE: nu c 1 §o t ide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
10 (D) CONFIGURATION: linSaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 91: 

15 

AGATCTGCAG AATTCGATAT CACCCCCCCC CCCCCC 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 92: 

20 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
25 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 92: 

30 

AGATCTGCAG AATTCGATAT CA 
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RE VEND I CAT I ONS 
1/ Materiel viral, a l'etat isole ou purifie, 
dont le genome comprend une sequence nucleotidique choisie 
dans le groupe incluant les sequences SEQ ID NO 46, 
5 SEQ ID NO 51, SEQ ID NO 52, SEQ ID NO 53, SEQ ID NO 56, 
SEQ ID NO 58, SEQ ID NO 59, SEQ ID NQ 60, SEQ ID NO 61, 
SEQ ID NO 89, leurs sequences complementaires , et leurs 
sequences fequivalentes, notamment les sequences 
nucleotidiques presentant, pour toute suite de 
10 100 monomeres contigus, au moins 50 % et 

pref erentiellement au moins 70 % d'homologie avec 
respect ivement lesdites sequences SEQ ID NO 46, 

SEQ ID NO 51, SEQ ID NO 52, SEQ ID NO 53, SEQ ID NO 56, 
SEQ ID NO 58, SEQ ID NO 59, SEQ ID NO 60, SEQ ID NO 61, 
15 SEQ ID NO 89, et leurs sequences complementaires* 

2/ Materiel viral, a l'£tat isole ou purifie, 
dont la region du genome comprenant les genes env, pol et 
une partie du gene gag, a l 1 exclusion de la sous-region 
ayant une sequence identique ou equivalente a SEQ ID NO 1, 
20 code pour tout polypeptide presentant, pour toute suite 
contigiie d'au moins 30 acides amines, au moins 50 %, et de 
prfeference au moins 70 % d^omologie avec une sequence 
peptidique codee par toute sequence nucleotidique choisie 
dans le groupe incluant SEQ ID NO 46, SEQ ID NO 51, 
25 SEQ ID NO 52, SEQ ID NO 53, SEQ ID NO 56, SEQ ID NO 58, 
SEQ ID NO 59, SEQ ID NO 60, SEQ ID NO 61, SEQ ID NO 89, et 
leurs sequences complementaires, 

3/ Materiel viral, a l'etat isole ou purifiS, 
dont le gene pol comprend une sequence nucleotidique 
30 identique ou equivalente, partiellement ou totalement, a 
SEQ ID NO 57, a 1' exclusion de SEQ ID NO 1. 

4/ Materiel viral, a l'etat isole ou purifie, 
dont le gene gag comprend une sequence nucleotidique 
identique ou Equivalente, partiellement ou totalement, a 
35 SEQ ID NO 88. 
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5/ Materiel viral, a l'etat isole ou purifie, 
associ' a la sclerose en plagues, dont le genome comprend 
une seguence nucleotidigue choisie dans le groupe incluant 
les seguences SEQ ID NO 46, SEQ ID NO 51, SEQ ID NO 52, 

5 SEQ ID NO 53 , SEQ ID NO 56, SEQ ID NO 58, SEQ ID NO 59, 
SEQ ID NO 60, SEQ ID NO 61, SEQ ID NO 89, leurs seguences 
compiementaires, et leurs seguences eguivalentes, 
notamment les seguences nucleotidiques presentant, pour 
toute suite de 100 monom^res contigus, au moins 50 % et 

10 preferentiellement au moins 70 % d'homologie avec 
respect ivement lesdites seguences SEQ ID NO 46, 

SEQ ID NO 51, SEQ ID NO 52, SEQ ID NO 53, SEQ ID NO 56, 
SEQ ID NO 58, SEQ ID NO 59, SEQ ID NO 60, SEQ ID NO 61, 
SEQ ID NO 89, et leurs seguences compiementaires. 

15 6/ Materiel viral , a 1 1 etat isole ou purifie , 

associe a la sclerose en plagues, dont la region du genome 
comprenant les genes env, pol et une partie du gene gag, a 
l 1 exclusion de la sous-region ayant une seguence identigue 
ou eguivalente a SEQ ID NO 1, code pour tout polypeptide 

20 presentant, pour toute suite contigue d'au moins 30 acides 
amines, au moins 50 %, et de preference au moins 70 % 
d^homologie avec une seguence peptidigue codee par toute 
sequence nucleotidigue choisie dans le groupe incluant 
SEQ ID NO 46, SEQ ID NO 51, SEQ ID NO 52, SEQ ID NO 53, 

25 SEQ ID NO 56, SEQ ID NO 58, SEQ ID NO 59, SEQ ID NO 60 , 
SEQ ID NO 61, SEQ ID NO 89, et leurs s§guences 
complementaires • 

7/ Materiel viral, 4 l'etat isole ou purifie, 
associe a la sclerose en plagues, dont le gene pol 

30 comprend une seguence nucleotidigue identigue ou 
iguivalente, partiellement ou totalement, a SEQ ID NO 57, 
a 1« exclusion de SEQ ID NO 1. 

8/ Materiel viral, a l'etat isol§ ou purifie, 
associe a la sclerose en plagues, dont le gene gag 

35 comprend une seguence nucleotidigue identigue ou 
eguivalente, partiellement ou totalement, a SEQ ID NO 88. 



WO 97/06260 



PCT/FR96/01244 



125 

9/ Materiel viral, a I'etat isole ou purifie, 
associe a la polyarthrite rhumatoide, dont le genome 
comprend une sequence nucleotidique choisie dans le groupe 
incluant les sequences SEQ ID NO 51, SEQ ID NO 56, 
5 SEQ ID NO 59, SEQ ID NO 60," SEQ ID NO 61, SEQ ID NO 89, 
leurs sequences complement a ires, et leurs sequences 
6quivalentes, notamment les sequences nucleotidiques 
presentant, pour toute suite de 100 monomeres contigus, au 
moins 50 % et pref 6rentiellement au moins 70 % d'homologie 
10 avec respectivement lesdites sequences SEQ ID NO 51, 
SEQ ID NO 56, SEQ ID NO 59, SEQ ID NO 60, SEQ ID NO 61, 
SEQ ID NO 89, et leurs sequences complement a ires . 

10/ Materiel viral, a l'etat isole ou purifie, 
associe a la polyarthrite rhumatoide, dont la region du 
15 genome comprenant le gene pol et une partie du gene gag, a 
!• exclusion de la sous-region ayant une sequence identique 
ou €quivalente a SEQ ID NO 1, code pour tout polypeptide 
prfesentant, pour toute suite contigiie d'au moins 3 0 acides 
amines, au moins 50 %, et de preference au moins 70 % 
20 d'homologie avec une sequence peptidique codee par toute 
sequence nucleotidique choisie dans le groupe incluant 
SEQ ID NO 51, SEQ ID NO 56, SEQ ID NO 59, SEQ ID NO 60, 
SEQ ID NO 61, SEQ ID NO 89, et leurs sequences 
complement a ires . 
25 11/ Materiel viral, a l'6tat isole ou purifie, 

associe a la polyarthrite rhumatoide, dont le gene pol 
comprend une sequence nucleotidique identique ou 
Squivalente, partiellement ou totalement, a SEQ ID NO 57, 
a 1« exclusion de SEQ ID NO 1. 
30 12/ Materiel viral, a l'fetat isole ou purifie, 

associe a la polyarthrite rhumatoide, dont le gene gag 
comprend une sequence nucleotidique identique ou 
equivalente, partiellement ou totalement, a SEQ ID NO 88. 

13/ Fragment nucleotidique comprenant une 
35 sequence nucleotidique choisie dans le groupe incluant : 
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(a) toutes les sequences genomiques, partielles et 
totales, du gene pol du virus MSRV-1, sauf la sequence 
totale du fragment nucleotidique defini par 
SEQ ID NO 1 ; 

5 (b) toutes les sequences genomiques, partielles et 
totales, du gene env de MSRV-1 ; 

(c) toutes les sequences genomiques partielles du gene gag 
de MSRV-1 ; 

(d) toutes les sequences genomiques chevauchant le gene 
10 pol et le gene env du virus MSRV-1 , et chevauchant le 

gene pol et le gene gag ; 

(e) toutes les sequences, partielles et totales, d'un 
clone choisi dans le groupe incluant les clones FBd3 
(SEQ ID NO 46) , t pol (SEQ ID NO 51) , JLBcl 

15 (SEQ ID NO 52), JLBc2 (SEQ ID NO 53), GM3 

(SEQ ID NO 56) , FBdl3 (SEQ ID NO 58) , LB19 

(SEQ ID NO 59) , LTRGAG12 (SEQ ID NO 60) , FP6 

(SEQ ID NO 61), G+E+A (SEQ ID NO 89), a 1* exclusion de 
toute sequence nucleotidique identique a ou comprise 

20 dans la sequence definie par SEQ ID NO 1 ; 

(f) les sequences complementaires auxdites sequences 
genomiques ; 

(g) les sequences equivalentes auxdites sequences (a) 
a (e) , notamment les sequences nucl€otidiques 

25 pr^sentant, pour toute suite de 100 monom&res 

contigus, au moins 50 % et de preference au moins 70 % 
d'homologie avec lesdites sequences (a) a (e) , 
ledit fragment nucleotidique ne comprenant pas ou ne 
consistant pas en la sequence ERV-9. 
30 14/ Fragment nucleotidique comprenant une 

sequence nucleotidique choisie dans le groupe incluant : 
(a) toutes les sequences genomiques, partielles et 
totales, du gene pol du virus MSRV-1, sauf la sequence 
totale du fragment nucleotidique d§fini par 
35 SEQ ID NO 1 ; 
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(b) toutes les sequences genomiques partielles du gene gag 
de MSRV-1 ; 

(c) toutes les sequences genomiques chevauchant le gene 
pol et le gene env du virus MSRV-1 , et chevauchant le 

5 gene pol et le gene gag ; 

(d) toutes les sequences, partielles et totales, d'un 
clone choisi dans le groupe incluant les clones t pol 
(SEQ ID NO 51) , GM3 (SEQ ID NO 56), LB19 
(SEQ ID NO 59) , LTRGAG12 (SEQ ID NO 60) , FP6 

10 (SEQ ID NO 61), G+E+A (SEQ ID NO 89), a l'exclusion de 

toute sequence nucleotidique identique a ou comprise 
dans la sequence definie par SEQ ID NO 1 ; 

(e) les sequences complementaires auxdites sequences 
genomiques ; 

15 (f) les sequences equivalentes auxdites sequences (a) 
a (e) , notamment les sequences nucleotidiques 
presentant, pour toute suite de 100 monomeres 
contigus, au moins 50 % et de preference au moins 70 % 
d'homologie avec lesdites sequences (a) a (e) , 
20 ledit fragment nucleotidique ne comprenant pas ou ne 
consistant pas en la sequence ERV-9. 

15/ Fragment selon la revendication 14, 
comprenant une sequence nucleotidique identique a une 
sequence genomique partielle ou totale du gene pol du 
25 virus MSRV-1, sauf a la sequence totale du fragment 
nucleotidique d§fini par SEQ ID NO 1, ou identique a toute 
sequence equivalente a ladite sequence genomique partielle 
ou totale, notamment homologue a cette derniere. 

16/ Fragment nucleotidique selon la 

30 revendication 15, comprenant une sequence nucleotidique 
codante, partiellement ou totalement identique a une 
sequence nucleotidique choisie dans le groupe incluant : 
-la sequence nucleotidique choisie parmi les sequences 
SEQ ID NO 40, SEQ ID NO 62 et SEQ ID NO 89 ; 
35 -les sequences complementaires a SEQ ID NO 40, SEQ ID 
NO 62 ou SEQ ID NO 89 ; 
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-les sequences equivalentes et notamment homologues a 
SEQ ID NO 40, SEQ ID NO 62 OU SEQ ID NO 89 ; 

-les sequences codant pour tout ou partie de la sequence 
peptidique definie par SEQ ID NO 39, SEQ ID NO 63 ou SEQ 
5 ID NO 90 ; 

-les sequences codant pour tout ou partie d'une sequence 
peptidique equivalente, notamment homologue a 
SEQ ID NO 39, SEQ ID NO 63 ou SEQ ID NO 90, susceptible 
d f £tre reconnue par des sera de patients infectes par le 
10 virus MSRV-1, ou chez lesquels le virus MSRV-1 a et€ 
reactive. 

17/ Fragment selon la revendication 13, 
comprenant une sequence nucleotidique identique a une 
sequence genomique partielle ou totale du gene ejiv du 
15 virus MSRV-1, ou identique a toute sequence complement a ire 
de ladite sequence nucleotidique, ou identique a toute 
sequence equivalente a ladite sequence nucleotidique , 
notamment homologue a cette derniere. 

18/ Fragment selon la revendication 13, 
20 comprenant une sequence nucleotidique identique a une 
sequence partielle ou totale d f un clone choisi dans le 
groupe incluant les clones FBd3 (SEQ ID NO 46), t pol 
(SEQ ID NO 51), JLBC1 (SEQ ID NO 52), JLBC2 

(SEQ ID NO 53), GM3 (SEQ ID NO 56), FBdl3 (SEQ ID NO 58), 
25 LB19 (SEQ ID NO 59) , LTRGAG12 (SEQ ID NO 60) , FP6 
(SEQ ID NO 61), G+E+A (SEQ ID NO 89), a 1" exclusion de 
toute sequence nucleotidique identique a ou comprise dans 
la sequence definie par SEQ ID NO 1. 

19/ Fragment selon la revendication 14, 
30 comprenant une sequence nucleotidique identique a une 
sequence partielle ou totale d*un clone choisi dans le 
groupe incluant les clones t pol (SEQ ID NO 51) , GM3 
(SEQ ID NO 56) , LB19 (SEQ ID NO 59), LTRGAG12 

(SEQ ID NO 60), FP6 (SEQ ID NO 61), G+E+A (SEQ ID NO 89), 
35 a 1' xclusion de toute sequence nucleotidique identique a 
ou comprise dans la sequence definie par SEQ ID NO 1. 
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2 0/ Sonde nucleique de detection d'un agent 
pathogene et/ou infectant associe a la sclerose en 
plagues, caracterisee en ce qu'elle est susceptible de 
s'hybrider specif iquement sur tout fragment selon l'une 

5 guelcongue des revendications 13 a 19, appartenant ou 
compris dans le genome dudit agent pathogene. 

21/ Sonde nucleique de detection d'un agent 
pathogene et/ou infectant associe a la polyarthrite 
rhumatolde, caracterisee en ce qu'elle est susceptible de 

10 s'hybrider specif iquement sur tout fragment selon l'une 
quelconque des revendications 14, 15, 16, et 19, 
appartenant ou compris dans le genome dudit agent 
pathogene * 

22/ Amorce pour 1 1 amplification par 

15 polymerisation d'un ARN ou d'un ADN d'un materiel viral, 

caracterisee en ce qu'elle comprend une sequence 

nucleotidique identique ou equivalente a au mo ins une 

partie de la sequence nucleotidique d'un fragment selon 

l'une quelconque des revendications 13 a 19, notamment une 
20 sequence nucleotidique presentant pour toute suite de 

10 monomeres contigus, au moins 70 % d'homologie avec au 

moins ladite partie dudit fragment. 

23/ Amorce selon la revendication 22, 

caracterisee en ce que sa sequence nucleotidique est 
25 identique & l'une quelconque des sequences choisies dans 

le groupe incluant SEQ ID NO 47 a SEQ ID NO 50, 

SEQ ID NO 55, et SEQ ID NO 64 a SEQ ID NO 86. 

24/ ARN ou ADN, et notamment vecteur de 

replication, comprenant un fragment gSnomique du materiel 
30 viral selon l'une quelconque des revendications l & 12, ou 

un fragment selon l'une quelconque des 

revendications 13 a 19. 

25/ Peptide code par tout cadre de lecture ouvert 

appartenant a un fragment nucleotidique selon l'une 
35 quelconque des revendications 13 a 19, notamment 

polypeptid , par exemple oligopeptide formant ou 



WO 97/06260 




PC17FR96/01244 



130 

comprenant un determinant antigenique reconnu par des sera 
de patients infectes par le virus MSRV-1, et/ou chez 
lesquels le virus MSRV-1 a ete reactive. 

26/ Polypeptide antigenique selon la 

5 revendication 25, caractferise en ce que le cadre de 
lecture ouvert le codant commence, dans le sens 5 ' -3 • , au 
nucleotide 181, et finit au nucleotide 33 0 de SEQ ID NO 1. 

27 / Polypeptide, notamment oligopeptide 

antigenique reconnu des sera de patients infect§s par le 

10 virus MSRV-1, et/ou chez lesquels le virus MSRV-1 a £te 
reactive, caract€rise en ce que sa sequence peptidique est 
identique, partiellement ou totalement, ou equivalente a 
la sequence d^finie par SEQ ID NO 39, SEQ ID NO 63, 
SEQ ID NO 87. 

15 28/ Oligopeptide antigenique selon la 

revendication 27, caracterise en ce que sa sequence 
peptidique est identique a une sequence choisie dans le 
groupe incluant les sequences SEQ ID NO 41 a SEQ ID NO 44, 
SEQ ID NO 63 et SEQ ID NO 87. 
20 29/ Peptide code par tout cadre de lecture ouvert 

appartenant S un fragment nucleotidique selon 1 1 une 
quelconque des revendications 14 , 15 , 16 et 19 , notamment 
polypeptide, par exemple oligopeptide formant ou 
comprenant un determinant antigenique reconnu par des sera 
25 de patients infectes par le virus MSRV-1, et/ou chez 
lesquels le virus MSRV-1 a et§ reactive. 

30/ Polypeptide antigenique selon la 

revendication 29, caracterisS en ce que le cadre de 
lecture ouvert le codant commence, dans le sens 5 % -3 % , au 
30 nucleotide 181, et finit au nucleotide 330 de SEQ ID NO 1. 

31/ Polypeptide, notamment oligopeptide 

antigenique reconnu des sera de patients infectes par le 
virus MSRV-1, et/ou chez lesquels le virus MSRV-1 a et£ 
reactive, caract§ris£ en ce que sa sequence peptidique est 
35 identique, partiellement ou totalement, ou Equivalente a 
la sequence d§finie par SEQ ID NO 39 ou SEQ ID NO 63. 
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32/ Oligopeptide antigenique selon la 

revendication 31, caracterise en ce que sa sequence 
peptidique est identique a une sequence choisie dans le 
groupe incluant les sequences SEQ ID NO 41 a SEQ ID NO 44, 
5 et SEQ ID NO 63, 

33/ Anticorps mono- ou polyclonal dirige contre 
le virus MSRV-1, caracterise en ce qu'il est obtenu par 
reaction immunologique d'un organisme humain ou animal, a 
un agent immunogene constitue par un polypeptide 
10 antigenique selon l'une quelconque des 

revendications 25 a 28. 

34/ Anticorps mono- ou polyclonal dirige contre 
le virus MSRV-1, caracterise en ce qu'il est obtenu par 
reaction immunologique d'un organisme humain ou animal, a 
15 un agent immunogene constitue par un polypeptide 
antigenique selon l'une quelconque des 

revendications 29 a 32. 

35/ Reactif de detection du virus MSRV-1, ou 
d'une exposition audit virus, caracterise en ce qu'il 
20 comprend, a titre de substance reactive, un peptide, 
notamment antigenique, selon l'une quelconque des 
revendications 25 a 32, ou un anti-ligand, notamment 
anticorps dudit peptide. 

36/ Composition diagnostique , prophylactique, ou 
25 therapeutique , comprenant un peptide , notamment 
antigenique, selon l'une quelconque des revendications 25 
a 28, ou un anti-ligand, notamment anticorps dudit 
peptide, selon la revendication 33. 

37/ Composition diagnostique, prophylactique, ou 
30 therapeutique , comprenant un peptide , notamment 
antigenique, selon l'une quelconque des revendications 29 
a 32, ou un anti-ligand, notamment anticorps dudit 
peptide, selon la revendication 34. 

38/ Composition immunotherapeutique active, 
35 notamment composition vaccinale, selon la revendication 36 
ou 37. 
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39/ Composition diagnostique, prophylactique, ou 
therapeutique , notamment pour inhiber 1 1 expression d » au 
mo ins un agent pathogene et/ou infectant associe a la 
sclerose en plaques , comprenant un fragment nucleotidique 
5 selon l'une quelconque des revendications 13 a 19, ou un 
polynucleotide, notamment oligonucleotide, dont la 
sequence est partiellement identique a celle dudit 
fragment, sauf a celle du fragment ayant la sequence 
nucleotidique SEQ ID NO 1. 
10 40/ Composition diagnostique , prophylactique , ou 

therapeutique, notamment pour inhiber 1 1 expression d 1 au 
moins un agent pathogene et/ou infectant associe a la 
polyarthr ite rhumatoide , comprenant un fragment 
nucleotidique selon l'une quelconque des revendications 
15 14, 15, 16 et 19, ou un polynucleotide, notamment 
oligonucleotide , dont la sequence est partiellement 
identique a celle dudit fragment, sauf a celle du fragment 
ayant la sequence nucleotidique SEQ ID NO 1. 

41/ Proc§de pour detecter un agent pathologique 
20 et/ou infectant associe a la sclerose en plaques, dans un 
echantillon biologique, caracterise en ce que l'on met en 
contact un ARN et/ou un ADN presume appartenir ou 
provenant dudit agent pathologique et/ou infectant, ou 
leur ARN et/ou ADN complement a ire, avec une composition 
25 comprenant un fragment nucleotidique selon 1 1 une 
quelconque des revendications 13 a 19 , ou un 
polynucleotide notamment oligonucleotide dont la sequence 
est partiellement identique a celle dudit fragment, sauf a 
celle du fragment ayant la sequence nucleotidique 

30 SEQ ID NO 1. 

42/ Procede pour detecter un agent pathologique 
et/ou infectant associe a la polyarthr ite rhumatoide, dans 
un echantillon biologique, caracterise en ce que l'on met 
en contact un ARN et/ou un ADN presume appartenir ou 

35 provenant dudit agent pathologique et/ou infectant, ou 
leur ARN et/ou ADN compiementaire, avec une composition 
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comprenant un fragment nucleotidique selon l'une 
quelconque des revendications 14, 15, 16 et 19, ou un 
polynucleotide notamment oligonucleotide dont la sequence 
est partiellement identique S celle dudit fragment, sauf a 
5 celle du fragment ayant la sequence nucleotidique 
SEQ ID NO 1. 

43/ Proc§de pour detecter la presence ou 
1* exposition a un agent pathologique et/ou infectant 
associe a la sclerose en plaques, dans un echantillon 

10 biologique, caracterise en ce que l*on met en contact 
ledit echantillon avec un peptide, notamment antigenique, 
selon l'une quelconque des revendications 25 S 28, ou un 
anti-ligand, notamment anticorps, dudit peptide, selon la 
revendicat ion 3 3 . 

15 44/ Procedfe pour detecter la presence ou 

1' exposition a un agent pathologique et/ou infectant 
associe a la polyarthrite rhumatoide, dans un echantillon 
biologique, caracterise en ce que l'on met en contact 
ledit echantillon avec un peptide, notamment antigenique, 

20 selon l'une quelconque des revendications 29 a 32, ou un 
anti-ligand, notamment anticorps, dudit peptide, selon la 
revendicat ion 34. 

45/ Dispositif de detection du virus MSRV-1, 
comprenant un reactif selon la revendicat ion 35, supporte 

25 par un support solide, immunologiquement compatible avec 
ledit reactif, caracterise en ce qu'il comprend un moyen 
de mise en contact d'un echantillon biologique, tel qu'un 
echantillon de sang ou de liquide cephalo-rachidien, 
susceptible de contenir des anticorps anti-MSRV-1, avec 

30 ledit reactif, dans des conditions permettant une 
eventuelle reaction immunologique, et des moyens de 
detection du complexe immun forme avec ledit reactif. 

46/ Procede de detection d 1 anticorps anti-MSRV-1, 
dans un echantillon biologique, t 1 qu'un echantillon de 

35 sang ou de liquide cephalo-rachidien, caracterise en ce 
qu f on met en contact ledit echantillon et un reactif selon 
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la revendication 35, consistant en un anticorps, dans des 
conditions permettant une eventuelle reaction 
immunologique, et on detecte ensuite la presence d'un 
complexe immun forme avec ledit reactif. 

5 
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FIG. 1 



GTTT7V33GAT T^OQCICATC TCXTTGCTCA GGXftClGOOC CAAGATCT&G 
OQCACI'ICIC W3GTOCAGSN ACICIGIYOC TTCAG 85 



S£0 ID N03 (P °L MSRV-IB) 



CTXCftGQGaT AUCOOGOOC GQC&CTROCT CAAXACTIGA. 

GQOVCTnCTC AXBOCTOCTC AYTCTYCT3C TTOOST 86 



S£Q ID NO A (POL msrv-ib) 



so 



so 



Consensus 
Consensus 



CTTCMSCTX FGYKTIMCC CMG?OKA S3 

Gg3V? a'XClC AIfiGCTQ3aC ACICTTSTOC TTYRG CS 

S£tf */2? AA?5" (POL mSRv-ib) 
GTTCW333Vr <3C22KTI3VMC OC3y?U, SO 

coca tfriCLY jre osiGGa c j ^ltiuiuj tttos 85 

S£<? ij> NO 6 (POL MSRV-IB) 



Consensus 
Consensus 
Consensus 



o;iutiuxa c j ojajltix r Ksaaataof oacnirrrG gxosctkxt 

PPCVCRAKAY YIEBGXCAVr TCTYZVKFOCS* FGSNJOTCXB KXOCTMRGr 

SEQ ID NOV < POL MSRV-IB) 
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FIG. 2 

CONSENSUS A seq id no 3 

GTTTAGGGATAGCCC TCATCTCTTTGGTCA GCTACTGGCCCAAGA TCTAGGCCACTTOrc 60 
V.G.P SSLWS GTGPR SRPLL 
FROSP HLFGQ VLAQ O LGHFS 
LGIAL ISLV.R YWPKI A T S Q 

AGGTCCAGGCACTCT GTTCCTTCAG 8S 
R S R H S V P. S 
GPGTL FLQ 
V Q A L C S F 

CONSENSUS B seq id no u 

GTTCAGGGATAGCCC CCATCTATTTGGCCA GGCACTAGCTCAATA CTTGAGCCAGTTCTC 60 
VQG.P PSIWP GTSSI LEPVL 
FROSP HLFGQ ALAQY LSQFS 
SGIAP IYLAR H.LNT .ASSH 



ATACCTGGACACTCT TGTCCTTCGGT 86 
IPGHS CPS 
YLOTL VLR 
TWTLLSFG 

CONSENSUS C seq id no 5 

GTTCAGGGATAGCCC CCATCTATTTGGCCA GGCATTAGCCCAAGA CTTGAGTCAATTCTC 60 
VQG.P PSIWP GISPR LESIL 
FROSP HLFGQ ALAQO LSQFS 
SGIAP IYLAR H.PKT . V N S H 

ATACCTGGACACTCT TGTCCTTCAG 8S 
IPGHS CPS 
YLOTL VLQ 
T W T L L S F 

CONSENSUS D seq id no 6 

GTTCAGGGATAGCTC CCATCTATTTGGCCT GGCATTAACCCGAGA CTTAAGCCAGTTCTC 60 
VQG.L PSIWP GINPR LKPVL 
FROSS HLFGL AlTRD LSQFS 
SGIAP IYLAW H.PET .ASSH 

ATACGTGGACACTCT TGTCCTTTGG 85 
IRGHS CPL 
YVOTL VLW 
T W T I I S F 
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FlG.3 

Consensus TlUUtf TOOVS TGYTOOCBCA iJUUUULiWA GCCJKKX30G IQZT^GTTOOC SO 
Omsesisus a^iUULUXl 1BIRQCCICT -BOSIQgOGft. OCI3ZK»flG CTTOaG 96 
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CAAQOCAQOC 


AAGAACTCTT 


AAATl'iLUlC 


actsouiuil; 


GCTACAAOGT 


50 


T1LLAAAOCA 


AAGQCTCAGC 


1CT3ZTCACA 


QGACATIAGA 


TACTIAQC3GT 


100 


TAAAATTATC 


CAAAQQCAOC 


AUULUJCICA 


GIGA3GAADG 


TATOCAQOCT 


150 


ATACTCQGTT 


A'lUJlLATDC 


CAAAAOQCIA 


AAG3AACIAA 


GAUiTlUL'l' 


200 


TAQCA1GATC 




OGAAAACAAG 


ATIOICAQGT 


ACAAOCAAAA 


250 


T&QOCWSAOC 


ATIMMECA 


cmATmass 


AAACICAGAA 


AOaCAATOOC 


300 


TATTE&G1AA 


GATGSACBOC 


TAAACAGAAG 


GCTICCAGG 


OOCIAAAGAA 


350 


(JJLXJL'IAAOC 


CAAGOGCEAG 


-1UULSGCZT 


GQCAACAGQG 


CAASKIUTIT 


400 




CACAGAAAAA 


ACA32AATOG 


C1C1AQSAGT 


CCTDOCAG 


450 


GiuOiAGQGA 


TSAQCTTQCA 


AOGOGTGQCA 


TAGC1GAATA 


AGGAAATIGA 


500 


TCIftGIGQCA 






A3Q33TAATG 


GNSQCAGIftG 


550 


CAGICINAGT 


ATCIGAAGGA 


GTIAAAA2AA 


TACAQQGAAG 


ASflUTDCT 


600 


&ILGIGSOT 


CICATGATGT 


GAAGQGGZ^CA 


CIC&CIGCIA 


AAGGAGJOT 


650 




GACAA3CATT 


TACTIAANI^ 


TCAQ3CTICTA 


TIACTIGAAG 


700 


AQCIIAGTQ2T 


GN3ACTQ0QC 


ALTIUIUGAA 


CILTlAAftOC 


C 


741 
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TCAGGGATAGCCCCCATCTATTTGGCCAGGCATTAGCGCAAGACTTGAGTC 

AATTCTCATACCTGGAC^CTCTTGTCCTTCAGTACATGGATGATTTACTIT 

TAGTCGCCCGTTCAGAAACCTTGTGCCATCAAGCCACCCAAGAACTCTTAA 

CJTTCCTCACTACCTGTGGCTACAAGGTTTCCAAACCAAAGGCTCGGCTCT 

GCTCACAGGAGATTAGATACTNAGGGCTAAAATTATCCAAAGGCACCAGG 

GCCCTCAGTGAGGAACGTATCCAGCCTATACTGGCTTATCCTCATCCCAAA 

ACCCTAAAGCAACTAAGAGGGTTCCTTGGCATAACAGGTTTCT GCCGAAA . 

ACAGATTCCCAGGTACASCCCAATAGCCAGACCATTATATACACTAATTA 

NGGAAACT CAGAAAGCCAATACCTATTTAGTAAGATGG ACACCTACAGAA 

GTGGCTTTCCAGGCCCTAAAGAAGGCCCT^ 

TTGCCAACAGGGCAAGA I J I I I CI I i ATATGCCACAGAAAAAACAGGAAT 

AGCTCTAGGAGTCCTTACGCAGGrrCTCAGGGATGAG 

ATACCT GAGTAAGGAAATTG ATGTAGTGGCAAAGGGTT 
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SEQ ID NO 46 (FBd3) 
r^PrTGATTGGTGTATTTACAATCCTTTATCTAATCCGAAATGCCCATGTTG 

^^^APAA^GA^ACAGAAAGTCAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGACAGAGCA 
rAA^GAGG^ACTCAGAGAGAGAGAGAGA^ 

Ar^ACAG^GA^GA^^^GACAAAGAATGAATCAAACAGAGAGACAGAAAGT 



eAGACrrAGGAGGAATTCCCrrCAGGACGGGAAGApVGATGOT 



TTTCCTAACAGGGGATCT 
eAGACTTAGGAGG/ 

r AGTTCTTTG^CACTCAGCC AA ACCTTG A AGTACTTG C AG A ATC AG AAAGGA 
CCCATCTV^ACCAAT^ 

T^C^^TC^CTXKnGAG/U^GGAGGACICTGCACCTTClT^C 
AGA^^G^C^Cn^CCrAAAGAGTTCCC^GGA^A 



"cACTACCACroC^GGGCCCCATCTITGCCCCTATCCAGAAGGAAGTAGCTA 
[TGCCCAATTCCC/ 



ggggaSg!^^^=~§I 



GAGCA 
GGGGA 

GTGTCTAGCTAAAGGATTGTAAATACACCAATCAGCAC 
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FIG. 15 

SEQID NO 51 (tpol) 



GGCrGCTAAAGGAGACTTGTGGTTGTCAGACAATCGCCTACTTAGGTACCA 

GGCCTTATTACTTGAGGGACTGGTGCTTCAGATGCGCACTTGTGCAGCTCT 

TAACCCAAAGTrATGCTGCCCAGAAGGATCTTITAGAGGTCCCCTTAGCCA 

ACCCTGACCTCAACCTATATATATACTGATGGAAGTTCGTTTGTAGAAAAG 

GGATTACAAAGGGNAGGATATNCCATAGGTTAGTGATAAAGCAGTACTTG 

AAAGTAAGCCTCTTCCCCCCAGGGACCAGCGCCCCCGTTAGCAGAACTAGT 

GGCACTGACCCCGAGCCTTAGAACTTGGAAAGGGAGGAGGATAAATGTGT 

ATACAGATAGCAAGTATGCTTATCTAATCCGAAATGCCCATGTTG 



97/06260 



PCI7FR96/01244 



<5M8 



SEQ ID NO 52 (JLBcl) 
TCAGGGATAGCCCCCATCTATTTGGTCAGGCACTGGCCCAAGATCTAGGGA 

CATGCCACTTTTAAGAGCCATrTCTCAAGTCCAGGTACTCTGGTCC-iTCGGT 

ATGTGGATGATTTACTTTTGGCTACCAGTTCAGTAGCCTCATGCCAGCAGG 

CTACTCTAGATCTCTTGAACnTCTAGCTAATCAAGGGTACAAGGCATCTA 

GGTTGAAGGCCCACJCrTrGCCTACAGCAGGTCAAATATCTAGGCCTAATCT 

TAGCCAGAGGGACCAGGGCACTCAGCAAGGAACAAATACAGCCTATACTG 

GCTTATC<-TCACCCTAAGACATTAAAACAGTTGCGGGGGTTCCTTGGAATC 

ACTGGCTTTITGGTGACTATGGATrCCCAGATACAGCAAGATTGGCAGGCC 

CCTCTATACTGTAATCAAGGAGACTCACGAGGGCAAGTACTCATCTAGTAG 

AATGGGAACTAGGGACAGAAACAGCCTTCAAAACCTTAAAGCAGGCCCTA 

gtacaatctccagctttaagccttcccacaggacaaaacttctctttatac 

ATCACAGAGAGGGCAGAGATAGCTCTTGGTGTCCTTATTCAGACTCATGGG 

ACTACCCCACAACCAGTGGCACACCTAAGTAAGGAAATTGATGTAGTAGC 

AAAAGGCTGGCCTCACTGTTTATGGGTAGCTGTGGTGGTGGCTGTCTTAGT 

GTCAGAAGCTATCAAAATAATACAAGGAAAGGATCTCACTGTCTGGACTA 

CTCATGATGTAATGGCATACTAGGTGCCAAAAGAAGTTTATGGGTATCAGA 

CAACCACCTGCTTAGATACCAGGGACTACTCCIXKJAGGATTGGGCTTCAAG 

XGCGTnTTTGTGGCCTCAA<^CTGOCACTTTTCCTCCAGAGGATGGAGAG 

CCGCTTGAGCATGCTTGCCAACAGGTTGTAGGCXIAGAATTATTCCACOCGA 

GATGATCTCTTAGAGTACCCTTAGCTAATCCTGACCTTAACCTATATACCA 

ATGGAAGTTCATTTGTGGAAAACGGGATATGAAGGGCAGGTTATGTCATAG 

TTAGTGATGTAATCATACnrTGCAAGTAAGCCTCnTACCCCAGGGGCCAGCA 

CTCAOTAGCAGAACTAGTCACACTTACCrrAACCTTAGAACTGGGAAAGG 

GAAA^AGAATAAATATGTATAC^GATAGTAAGTATGCTTATCTAATCCTAC 

ATGCCCATGCTGCAATATGGAAGGAAAGGGAGTTCCTAACCCCTGGGGGA. 

a^ccca™aataccacaaggyaaa^ 

AAAAACTCAAGGAGGTGGCAGTCTTACACTGCCGAAGCYATCAAAAAGGG 

GAAGGAGAGGGGAGAACAGCAGCATAAGTGCnTGGCAGAGGCA^ 

GACCAGCAGAGAGAAGGAGAGAGACAACGTCAACGACAGAAGGAAAGAA 

g^ggIggIgacagag 

AGACAGAGAGAGGAAGAGACAGACAGAAAGTCCAAGAGAGAAGGAAAGA 
GAGG^GAGACCAAGGAGTCCNAGAGAGAGAAAGAGATAGAAGTAGTAA 

AGAAAAAACATnrGTACCCTATrCCTTTAAAAGCCG 
AAACCCTCAACCGATATGTCAAAATTGTCGGTCGTC 

CCAGCCAA^ACCCCCTTGTTTTTAGTGTGAACGAGGGTGTAGAGCGCAGAC 

agggagIcctctgacaatccatacccttcctatcc^ 

CAGGTTTTCTAAAAGGGGATCTAAATCT^AATTAATTACCATACAAAGGTC 

A^A^CAG/^^^GGAGGAACTTCCTTCAGGACAGGATGATAGATGGTTCCT 

CCCAGGCGA^AAAGAAAATAAAAAGACACATGGGCAGCCAGTAAGTGAT 

A^GGGAACAC^GTAGAAGCAGTTAGGAGAAGTTGCCTAATAATTGGTCT 

A^TCCAA^^^^roAGTTGTTCGCACTCAGCCCAAATCTTAAAGTACTTAC 

AG^ATTAGGGAGGAGC^ 

GAG^mA^AATAGCGAAGGAGAATTAAATCCTAAAC^ 
CAACTAAAGTAAATTTTACTAAAAGCTAACAGTGTAACATGCATTATC^ 

CTAGAACACACTCTCANAGGATTCCTCAGACAG^ 

A^TCTATCrcGTA^AGGATAGTAACTACAATCCCAAATACATTCTTTGGCAG 

CAGTGACTCTC 
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S1ZQ ID NO 53 (JLBc2) 
TCAGGGATAGCCCCCATCTATTTGATCAGGCACTAGCCCAAGATCTAGGCC 

ACTTCTGAAGTCCAGGCATTCTAGTCCTTCAGTATGTGGATGATTTACTTTT 

GGCTACCAGTTTGGAAGCCTCATGCCAGCAGGCTACTTGAGATCTCTTGAA 

CnTCTAGCTAATCAAGGGTGTATGGCATCTAAATrGAAAGTCCAGCTCTG 

rCTACAACAAGTCAAATATCTAGGCCTAATCTTAGATAGAAGAACCAGGG 

CCCTCAGCAAGGAATGAATAAAGCCTATGCTGGCTTATCGGCACCCTAAGA 

CATTAAAACAATTGTGGGGGTTCCTTGGAATCACTGGCTTTTGCCGACTAT 

ggatccctggatagagtgagatagccaggccccctctattactcttatcaa 

GGAGACCCAGAGGGCAAATACTTATCTAGTATTATGGGNACCAGAGGCAG 

aaaaagccttccaaaccttaaaggagaccctagtacaagctccagctttaa 

GCCXTCCCACAGGACAAANCTTCTCnTATATGTCACAGAGAGAGCAGGAA 

TAGCTCCTGGAGTCCTrACTCAGACTTTTGGACGACCCCACGGCCAGTGGC 

RTACCTAAGTAAGGAAATTGATGTAGTAGGAAAAGGCTGGCCTCACTGTTT 

ATGGGTAGTTGCGGCTGTGGCAGTCTTACTGTCAAAGGCT 

ACAAdGAAAGGATTTCACTATCTGGACTACTCATGAGGAAAATC 

AGGTGC^CAAAGGAAGTTTTTGGCTATCAGACAACCACCTGCT^ 

GGCAGTACTGATTGAGAGACCAGTGCTTTAAATATGTATGTGTGTGTGTGG 

CCCTCAACCCTGCCACTGTTCTCCCAGAAGATGGAGAACCAATGAAG 

ACTGTCAACAAATTAGAGTCCAGAGTrATGCTGCCTGAGAGGATCTOTAG 

AAOTCCCCITAGCrAATCCrGACCTrAACCTATATGCTGATGGAAGTTCAC 

^GGAGAATGGGATACGAAAAGC^CATTATGCCATACnTACn-G^GTA 

IS^OTGAAAGTAAGCCTATTCCCCCATGGACCAGAGCCCACnTAGCA 

GAAcSg^ 

AAATGTGTATACAGATAGCAAGTATGCrrATCTAATCCTACATGCCCATGC 

tgcIgtatggaaagaaagggagttcctaacct^ 

AATACCACAAGGCAAATCATGGAGTTATTGCATCT 

GTAGGTCGCAGTTTTACACTGCCTGAAGCTATGGGGA 

^AG^GCATAAGTGGCTAGCAGAGGCAGCGAAAGACTAGCAGAGAGGA 

GA^G^AGGGCAA^^^^GAAAGTCAAAGAAAAGAAGTCAAAGACAGAC^ 
GAGAAAG^^ACAGAGG<3AGCCAGAGAGAAAGAAAAGAGAGAACGAAAGA 

gac^gaatgtSaagaacagaagagagaggcagcgc 

AAJ 

tSSc^a^c^aV^^ 



aaag^agaaagagagatggaaatagtaaagaaaaaacagt^ 
^^a^gccagggtaaatttaaaacgtataat^ 



aagagcatagcccaaaagcactgaggccactgacaacccatagccttcct 

ATCAAAAATCCTrAACTCTGCAGGTTTCCTAA(^GGGGATCT 
CTAATC^CCATACAATGGTCCGACCAGACCTAGGAGCGACTCCCCTCAGG 

^^aaggatgga^ 
g^gtattc^^^^ 

CtSaA^ACTTAC AG AATTAG G A AGG AG CC ATCT AT ACC A ATTCTG AGTT 

SJatgagctgaacaagttcttattaatagcaaagaatcattgaaa 

AACTTGCAAAGTTTTC^ 

ACATCTATTATCCTAACTTCTAATCTTGTGGAAAT(^ 

ttatag^gtSggaatggccactgctacagga^ 

fT'AfTTCATTATCCTATTACCACACACTCTTAAAGGATTTCTCAGA^G^l 

ggcagcagtgactctc 
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FiG. 19 
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FiG 22 
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22/W 



1 TTCCTGAGTT CTTGCACTAA CCTCAAATGA 
61 GTTTGGCGAT CCCTGGTATC TCAGTCAGGT 
121 ATGATTCCCC ACAGGCCAGC AGGCAGTTCC 
181 AGAACATGGA GATTGGTGCC GCAGACATTT 
241 AACTAGGAAG ATATGAATTA TTCAATGATG 
301 TCCTACTGCC TTTCTGGAGA GACTAAGGGA 
361 CATTGGAGGC TCTGGAAAAG GGAAAAGTTG 
421 CCAGTGTGGT CTACAAGGAC ACTTTAAAAA 
481 CGTCCATGCC CCTTATGTCA AGGGAATCAC 
541 TCCTCTGAGT CAGAAGCCAC TAACCAGATG 
601 CAAGCGCCAG CCCATGCCAT CACCCTCACA 
661 CAGAAGGGTA CTGTCTCCTG GACACTGGCG 
721 ACAACTGTCC TCCAGATCTG TCACTGTCCG 
781 CTTCTCCCAG CCACTAAGTT GTGACTGGGG 
841 ATGCCTGAAA GCCCCACTCT CTTGTTAGGG 
901 TATACATGTG AATATAGGAG AAGGAACAAC 
961 TAATCCTGAA GTCCGGGCAA CAGAAGGACA 
1021 TCAAGTTAAA CTAAAGGATT CCACCTCCTT 
1081 CGAGACCCAA CAAGAACTCC AAAAGATTGT 
1141 ACCAAGCAAT AGCCCTTGCA AGACTCCAAT 



GAGAAGTGCC GCCATAACTG CAACCCAAGA 
CAATGACAGG ATGACAACAG AGGAAAGATA 
CAGTGTAGAC CCTCATTAGG ACACAGAATC 
GCTAACTTGC GTGCTAGAAG GACTAAGGAA 
TCCACTATAA CACAGGGGAA AGGAAGAAAA 
GGCATTGAGG AAGCATACCA GGCAAGTGGA 
GGAAAAGTAT ATGTCTAATA GGGCTTGCTT 
AGATTGTCCA ATAGAAATAA GCCACCACCT 
TGGAAGGCCC ACTGCCCCAG GGGATGAAGG 
ATCCAGCAGC AGGACTGAGG GTGCCCGGGG 
GAGCCCCAGG TATGCTTGAC CATTGAGGGT 
GGCCTTCTCA GTCTTACTTT CCTGTCCTGG 
AGGGGTCCTA GGACAGCCAG TCACTAGATA 
AACTTTACTC TTCCACATGC TTTTCTAATT 
GAGAGACATT CTAGCAAAAG CAGGGGCCAT 
TGTTTGTTCT CCCCTGCTTG AGGAAGGAAT 
ATATGGACAA GCAAAGAATG CCCGTCCTGT 
TCCCTACCAA AGGCAGTACC CCCTCAGACC 
AAAGGACCTA AAAGCCCAAG GCCTAGTAAA 
TTTAGGAGTA AGGAAACCCA ACGGAC 
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FIG. 28 



GATGCCTTTTTCTGCATCCCTGTACGTCCTGACTCTCAATTCTTGTTTGCCTTTGAAG 
ATCCTTTGAACCCAACGTCTCAACTCACCTC^ACTGTTTTACCCCAAGGGTTCAGGGA 
TAGCCCCATCTATTTGGCCAGGCATTAGCCCAAGATGCCTTTTGCATCCCTGTACGTG 
ACTCTCAATTCTTGTTTGCCTTTGCCTTTGAAGATGCTTTGAACCCAACGTCTCAACT 
CACCTGGACTGTTTTACGCCAAGGGTTCAGGGATAGCCCCCATCTATTTGGC 

SEQ ID NO 4 0 

CAGGCATTAGCCCAA 



Asp-Ala-Phe-Phe-Cys-Ile-Pro-Val-Arg-Pro-Asp-Ser-Gln-Phe- 
Leu-Phe-Ala-Phe-Glu-Asp-Pro-Leu-Asn-Pro-Thr-Ser-Gln-Leu- 
Thr-Trp-Thr-Val-Leu-Pro-Gln-Gly-Phe-Arg-Asp-Ser-Pro-His- 

Leu-Phe-Gly-Gln-Ala-Leu-Ala-Gln 



SEQ ID NO 39 (POL2B) 
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IVCOzHHd 
VD9d"lHdS 
OOdlHdSQ 
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diHdsaad 

IHdSaUdD 
HdSaUdDO 
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audoodiA 
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dNldOBdV 
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IdCBdVdl 
d03dVdld 

asdvdido 

3dVdldOS 

dvdidosa 
vdidosad 
didosada 
idosadUA 
dosaddAd 

DSadHAdl 

saddAdio 
addAdiod 

dUAdlOdd 
HAdlOddV 

Adioddva 
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diHdsayd 
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saadoodn 
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dOOdlMAA 

QOdlAJLMl 

OdlMTWTl 

dlAITWJnO 

I/YIMIKDS 

/UAAllOSl 

_jwriosid 
MrtosidN 

llDSldNl 
lOSldNld 

osidNida 

SldNldOd 

ldNidaBd 

dNldaadV 

NidaadVd 
ida3dVdi 
da3dvdid 
a3dVdido 

3dVdldOS 

dvdidosa 
vdidosad 
didosadd 

IdOSadHA 
dOSadHAd 
OSddHAdl 

saddAdio 
addAdiod 

dHAdlOdd 
HAdlOddV 

Adioddva 
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VIVODdlH 
IVOOdlHd 
VOOdlHdS 
OOdlHdSCI 

odiHdsaa 
diHdsaad 
nHdsaudo 

HdSaHdOO 

dsaadood 
saadoodi 
aadoOdiA 

ddOOdlM 

dQOdHA-LM 

OOdlAlMl 

OdlAlAAll 

dlAlMllO 

lAlMllOS 

/u/wnosi 

JLAATIOSld 
MJflOSldN 
XIOSldNl 
lOSldNld 

osidNida 
sidNidaa 
ldNidaBd 

dNld03dV 
NldOBdVd 
-IddBdVdl 

daddvdid 
a3dVdidO 

3dVdldOS 

dvdidasa 
vdidosad 
didosadd 



IdOSadHA 
dOSOdHAd 
, OSQdHAdl 
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QddAdlOd 
dUAdlOdd 
UAdlOddV 

Adioddva 
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FiG. 34 



Cys-Ile-Pro-Val-Arg-Pro-Asp-Ser-Gln-Phe-Leu SEQ ID NO 4 1 



Val-Leu-Pro-Gln-Gly-Phe-Arg-Asp-Ser-Pro-His-L-eu-Phe-Gly- 
Gin-Ala-Leu-Ala SEQ ID NO 4 2 



Leu-Phe-Ala-Phe-Glu-Asp-Pro-Leu 
Phe-Ala-Phe-Glu-Asp-Pro-Leu-Asn 



SEQ ID NO 4 3 
SEQ ID NO 4 4 
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CTIOOOCAAC TAATAAG3AC OOOO LTl'llA ACQCAAACAG TOCAAAAGGA. 50 
LPQL IRT PLS TQTV QKD 
F P N . .GP PFQ PKQ SKRT 
SPTNKDPPFNPNSPKG 

CAIAGACAAA. GGAGTAAACA. ATGAAOCAAA GSGK3CCAAT ATTOOCIGGT 100 
IDK GVNN EPK SAN IPWL 
T K E.T MNQRVPI FPG 
HRQR SKQ .TK ECQY SLV 

TATGCAOQCT GCAAQ0G3TG QGAGAAGAAT T03GO0CAQC CRGAGDGCAT 150 

CTL Q A V GEEF GPA RVH 
YAPS KRW EKN SAQP ECM 
MHP PSGG RRI RPS QSAC 

GTACOTnT CICTCTCACA. CTIGAAGCAA ATTAAAATAG ACNIAQGTNA 200 
VPFS LSH LKQ IKID XGX 
YLF LSHT .SK LK. T.VN 
TFF SLT LEAN . N R XRX 

ATINICAGAT AQOQCTSATG GYTATATIGA T3ITTEACAA. QGATTAQGAC 250 
XSD SPDG YID VLQ GLGQ 

XQI ALM XILM FYK D.D 
IXR. P.W LY. CFTR IRT 

A AlULTl ' llA TCIGACATGG AGAGATATAA TATTACTGCT AAATCAGAQ3 300 

SFD L T W RDII LLL NQT 
NPLI .HG EI. YYC. IRR 
IL. SDME RYN ITA KSDA 

CTAAOCTCAA ATGAGAGAAG TQCT30CATA ACIQGAGCOC GAGAGTTIQG 350 
LTSN ERS A A I TGAR EFG 
.PQ MREV LP. LEP ESLA 
NLK . E K CCHN WSP RVW 

CAA1CIUIGG TATCICAGTC flGGTCAATGA. TAGGATGACA ACGGAGGAAA 400 
NLW YLSQ VND RMT TEER 
ISG ISV RSMI G .Q RRK 
QSLVSQSGQ. .DDNGGK 

GAGAAOGATT GQCEACfcGGG CAQCAGGCAG TIG0CAGT3T AGCICCTCAT 450 

ERF PTG QQAV PSV APH 
ENDS PQG SRQ FPV. LLI 
RTI PHRA AGS SQC SSSL 

TGGGACACAG AATCAGAACA. TGGAGATTGG T300QCAGAC ATTTA 495 
WDTE SEH GDW CRRH L 
GTQ NQNM EIG AAD I 
GHR IRT WRL V PQT F 
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CT1UJUC&AC Tfc&TAAGGftC COCCCT1TLA AOCCAAACAG TCCAAAAGGA 50 
LPQL IRT PLS TQTV QKD 

CATAGACAAA GGttJTAAACA ATCAACCAAA GAGIQOCftAT MTCXXTOST 100 
IDK GVNN EPK SAN IPWL 

TWOCAOTT OCAftGOOGriG GGftGAftGAAT TOQ9XCMC CAGAGIOCAT 150 
CTL Q A V GEEF GPA RVH 

GIACCITTTT CICICICftCA CTILSAMZAA ATIAAAAEAG ACCTftOGIAA 200 
VPFS LSH LKQ IKID LGK 

ATICICAGAT AOOOC7IGMG GYTAIMTGA. TOITITACAA C3GATIM3AC 250 
F S D S P D G YID VLQ GLGQ 

AATCCTTIGA TCIGftCATGG ASAG&EAEAk TATXACIULT AAATCAGftOG- 300 
SFD LTW RDII LLL NQT 

CTAftOOTCAA MGAGftGftftS TOCTOOCA3A A^IGGftGOOC GM&GTITOG 350 
LTSN ERS A A I TGAR EFG 

CftATCICIGG TATCTCA3TIC TftGGMGftCA ACQGMGRAA 400 

NLW YLSQ VND RMT TEER 

GaGAACGftTT eOOCaCAQOG CAQCAQ3Cfl3 TTOOCftGIQT A3CT0CI CA T 450 
ERF PTG QQAV PSV APH 

TO3£AO\CAG AAICZGAACA TOGftSOTOS 0O333CAGftC AITEACAACr 500 
WDTE SEH GDW CRRH LQL 

1GCU1GCTAN MQGftCPgiG GAAAACiaGG AftGftCIAN5k AITAT1CAAN 550 
ACX KDXG KLG RLX IIQX 

GMOTOCACT ANNACACAG3 GGAAftOGMG AAAMOCTOC TQOCTTICIG 600 
CPL XHR GKEE NPT AFL 

GAGAGACIRA G3GftQC3CATT GJ^SGftftGCM 1 AOCAGQCAAG TOGACATIGG 650 
ERLR EAL RKH TRQV DIG 

M3CICIQGA AAAG3GAAAA CTIGOXAAA. TIATA3QCCT AftIAG3GCTr 700 
GSG KGKS WAN Y MP NRAC 

OCT1UCAGIG CAGICIACAA GGftCXSCl TIA GftAAAGftlTC TOCAAOTA3A 750 
FQC SLQ GRFR KDC PSR 

AKffflGOOQC OX ' lumXA l UL UX- Tlift T TCfiCTGGftSG 800 

NKPP LVH APY VKGI TGR 

QOCIftCIQQC OSG39GftOS AftOSIOCTCT GftOTCBGAAG CCACIAAOCT 850 
PTA PGDE GPL SQK PLT. 
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AAGGAAACIC AGAAftQQCAA TACCCATITA GTAAGA3GGA. CACCAGAftQC 50 
KETQ KAN THL VRWT PEA 
RKL RKPI PI. .DG HQKQ 
GNS ESQ YPFS KMD TRS 

AGAftGCfcQCT TTOCAO330C TAAfiGAAftTC CCTAAOCCAA. GOGCCSGIUT 100 
E A A F Q A Li KKS LTQ A P V L 
KQL SRP R N P .PK PQC 

RSSF PGP KEI PNPS PSV 

■mao LTiu oc aaoqqqszaa gzottictt tbtatgtcac agaaaaacbg 150 

SLP TGQ DFSL YVT EKQ 
. ACQ RGK TFL YMSQ KNR 
KLA NGAR LFF ICH RKTG 

GAATAGCTCT AGSftGICCTT ACRCRGGTICC AAQGGACAAG CTT3CAACCT 200 
E.L. ESL HRS KGQA C N L 
NSS RSPY TGP RDK L.ATC 
I A L GVL. TQVQ GTS LQP 

GK33CATACC TGSGIAAOGA. AACT3A3GTA NIQ3CAAAGS GTIOGOCTCA 250 
WHT V R K LMX WQR VGLI 

GIP E.G N.CX GKG LAS 
VAYL SKE TDV XAKG WPH 

TIUITIIA CAG GTAQQQCftGC AGTfiGCfiGTC TEMiLTJLL'lG AAACAGTTAA. 300 

VYR .GS SSSL SF. NS. 
LFTG R A A VAV LVSE TVK 
CLQ VGQQ .QS F L KQLK 

AATAKEftCfiG GGAftGRGATC TTACIGTCIG GfiCKICICAT GKD3TGABCG 350 
N NTG KRS YCV DIS. CER 
IIQ GRDL TVW TSH DVNG 
.YR EEI LLCG HLM M.T 

GCRTACICAC TGCTAAAGAG GftCTIGTOQC TGTCfiGRCAA CUAIiTHAL'lT 400 
HTH C.RG Ii V A VRQ PFT, 
ILT AKE DLWL SDN HL.L 
AY SL, L.KR TCG CQTT IYL. 

AAATAQCftQS TICT&TTACT TGAftGTQCCA GTOCTQOGAC T3CACATTIG 450 

IAG SIT .SAS AAT AHL 
K.QV L Li L EVP VLRL. HIC 
NSR FYYL KCQ CCD CTFV 

TGCAftCICTT AfiCCCftGGCA C AMT1LTIC C AGftCAAIGAA GAAAAGATflG 500 
CNS. PSH ISS RQ.R KDR 
ATI, NPAT FLP DNE EKIE 
QLL TQP HFFQ TMK KR. 
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( I^O^O AACAIMCIG TCAACAACTA ATIGCICAAA CXTEAIQCT3C TCGAGQ3GAC 550 
U T.L STSN CSN LCC SRGP 
U HNC QQV IAQT Y A A RGD 
NITV NK. LLK PML L EGT 

LTlL?l!AGfiGG TIOXTK3AC TGATGOOGftC CICARCTIGT ATACTGKIG3 600 

SRG SLD .SRP QLV Y.W 
LLEV PLT DPD LNLY TDG 
F.R FP.L IPT STC ILME 



M OI ' IULTIG GCTsGAAAAAG GaCITIGftftA AQOGQQGTftT QCftGIGATCA 650 
KFLG RKR TLK SGVC SDQ 
SSL AEKG L.K AGY AVIS 
VPW QKK DFEK RGM Q.S 

GTGATAATQG AATACTIGAA AGTAATCGQC TCACTDCAGG AACTAGTOCT 700 
. .W NT.K .SP HSR N.CS 
DNG ILE SNRL TPG TSA 
VIME YLK VIA SLQE LVL 

CACCIQ3QG AACTAAIAGC OCICACTIQG GCACTAGAAT TAGGAGAAQG 750 

PGR TNS PHLG TRI RRR 
HLAE L I A LTW ALEL GEG 
TWQ N. .P SLG H.N .EKE 

AAAAfiQQGTA AATKEKEftTT CSGACIdAA GIMGCITAC CTAGTOCTOC 800 
KKGK YIF RL. VCLP SPP 
KRV NIYS DSK YAY LVLH 
KG. IYI QTLS MLT .SS 

ATQOOCMDGC AGCA&EftlOS AGAGAGAGQG AftTIGCTAAC TTCIGBQQGA 850 
CPC SNME REG IPN F.GN 
AHA AIW RERE FLT SEG 
MPMQ QYG ERG NS.L, LRE 

ACACCIMCA. AOCATCAG3G AAGCCATTAG GfiGATEATIA TIG33GTRC 900 

TYQ PSG KPLG DYY WLY 
TPIN HQG SH. EIII GCT 
HLS TIRE AIR RLL LAVQ 

AGAAACCIAA AGflGGIGGCA GTCTIACACr G0C2GQGICA TCftQGftfiGAA. 950 
RNLK RWQ SYT ARVI RKK 
ET. RGGS LTL PGS SGRR 
KPK EVA VLHC QGH QEE 

GfiGGAAAQQG AAKCRGAAQG CAATO3CCAA. GCGGATATIG AAQCAAAAAA 1000 
RKG K.KA I A K RIL KQKK 
GKGNRRQSPSGY. SKK 
EERE IEG NRQ ADIE AKK 
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AQ03QCAIO3 C2QSACICIC CATTAGAAAT GCTiaTAGAA. GGftODOCTAG 1050 

PQG RTL H.KC L.K DP. 
SRKA GLS IRN AYRR TPS 
A A R QDSP LEM LIE GPLV 

TATOGGGIAA TC02CICIGG GAAAGCAAQC CDCfiGTftCTC AGCAQGAAAA 1100 
YGVI PSG KPS PSTQ QE K 
M G SPLG NQA PVL SRKN 

WGN PLW E TKP QYS AGK 

ATRGARIRGG AAftOCICfiCA AG3&CATACT TIUC'ICOOCT CCaGATOQCT 1150 
.NR KPHK D I L SSP PDG. 
RIG NL T RTY F PPL QMA 

IE.E TSQ GHT FLPS RWL 

AQOCftCIGaG GA3GGAA 1167 

P L R K E 
S H . G R 
ATE EG 
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AflLTlULUlG CIRGftaQGAC TAaGGAAAaC TAQGAftGftCT MMTIMT 50 
NLRA RRT KEN .EDY ELF 
TCV LEGL RKT RKT MNYS 
FIG 39 LAC . K D . G K L GRL .II 

0 CAATCA3X3IC C2£TATAACA CftG333ftAftG GAftGAAAATC CTACIGOCTT 100 
NDV HYNT GER KKI LLPF 

MMS TIT QGKG RKS YCL 
Q.CP L.H RGK EENP TAF 

TCK3GM3M3A CTAftGQGfiGG CATIGftQGAA GCATACCAQG CAAGTGGftCA 150 

WRD . G R H.GS IPG KWT 
SGET KGG IEE AYQA SGH 
LER LREA LRK HTR QVDI 

TIQGfiGQCIC TGGAAAAGGS AAAftGTTQQG CAAATK3AAT GOCTAATAQG 200 
LEAL EKG KVG QIEC LIG 
WRL WKRE KLG KLN A. .G 
GGS GKG KSWA N.M PNR 

Q LTIULTIUC AGTOCflGTCT ACAftQGA03C 'ITEfiGAftAftG AriUKCAflG 250 
LAS SAVY KDA LEK IVQV 
LLP VQS TRTL .KR LSK 
ACFQ CSL QGR FRKD CPS 

TAGAAATAAG CCGCCCCTCG TCCATGCCCC TEAIGTCAAG QGAATCACIG 300 
EIS RPS SMPL MSR ESL 
K.A APR PCP LCQG NHW 
RNK PPLV HAP YVK GITG 

GAAQ3CCEAC TGC00CAG3G GACGAAQGTC CiUiGRGICA GAAQOCfiCTA. 350 
EGLL PQG TKV L.VR SH. 
KAY CPRG RRS SES EATN 
RPT A P G DEGP LSQ KPL 

XXSGATGKT CX3GCM3CRG GACTCAQQGT GCCCGGGQCA AGTGCCfiGCC 400 
PDD P A A G LRV PGA SASP 
L M I QQQ D.GC PGQ VPA 
T . .S SSR TEG ARGK CQP 

CftlGCCATCA CCCTCAGftGC CCCQQGTATG TTIGftCCATT GftGftGCCAGG 450 

CHH PQS PGYV .PL RAR 
HAIT LRA PGM FDH. EPG 
MPS PSEP RVC LTI ESQE 

AftGITAACIG TCTCCIQGAC ACIGGCGCAG OCTICICAGT CTTACTTICC 500 
KLTV SWT LAQ PSQS YFP 
S.L SPGH WRS LLS LTFL 
VNC LLD TGAA FSV LLS 
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F~ifn TGTPGGCAGAC A A nCTGC'lC OGfiTCIGIC ACEfiJOOGfiG GGJIOZn&G 550 

' ,VJ VPD NCPP DLS LSE GS.D 

D SQTIVLQICHYPRGPK 
CPRQ LSS RSV TIRG VLR 



ACEACATACT TCECICSGOC ACEAKJl'lUr GaCIQQC3C»A 600 
SQS LHT SLSH - VVTGE 
TASH Y I Li L S A T K L . LGN 
QPV TTYF SQP LSC DWGT 

ClTilALUClT TICACA3QCT TTICIAATIA TOOCTGAASG COCCftCICXX: 650 
L Y S F H M Li F . L C L K A P L P 
F T Li FTCF SNY A . K PHSL 
L L F SHA F L I M PES PTP 

TICITAGGGA AGCAAAfiGCA GGQQOCATEA TACAOCIGAA 700 

C.G ETF. QKQ GPL YT.T 

VRE RHF SKSR GHY TPE 

LLGR D I Li AKA GAII HLN 

CATAGGAAAA GGAATAOOCA TITOCIGICC (XT1ULT1GAG GAAQGAATIA 750 

. E K EYP FAVP C L R KE L 
HRKR NTH LLS PA.G RN. 
IGK GIPI CCP L L E EGIN 

ATOCTGAAGT CIQQGCAATA GAAGGACAAT ATOGACA&GC AAAGAAOTOC 800 
ILKS GQ. KDN MDKQ RMP 
S . S LGNR RTI WTS KECP 
PEV WAI EGQY GQA KNA 

(JL? 1 L XJ 1 GT1C AAGIT&AACT AAAQGATICT GOCIUL'ITIC (XTAOCAAftG 850 
VLF KLN. R I L PPF PTKG 
SCS S.T KGFC LLS LPK 
RPVQ VKL KDS ASFP YQR 

GAA2rEADOCT CT]30^CODG AG300CT&CA A3GACICAAA AGATIUTEAA 900 

STL LDP RPYK DSK DC. 
EVPS . T R GPT RTQK IVK 
KYP LRPE ALQ GLK RLLR 

QGADCTAAAA GOEAftGQOC TAGIAAAftOC AIQC2GEAGC O0CIGCAA3A 950 
GPKS PRP SKT MQ-P LQY 
DLK AQGL VKP CSS PCNT 
T.K PKA • . N H AVA PAI 

CICCAATTIT AGGAGEAAGG AAAOOCAAOG GACAGIOGAG GTEAGIQCAA 1000 
SNF RSKE TQR TVE VSAR 
PIL GVR KPNG QWR LVQ 
LQF. E.G NPT DSGG . C K 



WO 97/06260 PCT/FR96/01244 



44/48 

10 20 30 40 50 

1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 

GATCICAGGA TIZ_TAATGA GGCIGTTTIT GCTCD—ftCC CaGCIGTRTC 1050 

SQD Y . . GCFS SIP SCI 
DLRI INE A V F PLYP AVS 
ISG L L M R LFF L Y T QLYL 

TAQCCCTTKT ACICTOCTIT CCC7EAATACC AGfiGGAftGCA GRUIMLJITIA 1100 
.PLY SAF PNT RGSR VVY- 
SPY TLLS LIP EEA E . F T 
ALI LCF P.YQ RKQ SSL 

CftGTOCTGGA CCTIAfiGGAT GOL'IL'ITICT GCftTOOCTGT ACAICCIGAT 1150 
SPG P.GC LFL HPC TS.F 
VLD LKD ASFC I P V HPD 
QSWT LRM PLS ASLY ILI 

TCICAATICT ' lUlTlUl-lT TCAftGATOCT TIGASCCCAA TCICICAMT 1200 

SIL VCL .RSFEPNVSI 
SQFL FVF EDP LNPM SQF 
LNS C LSL KIL . T Q CLNS 

CA0CIG3ACT GTTITRCCCC AQ33GTICCG GGKEfiGCCCC CATCEAITIG 1250 
HLDC FTP GVP G.PP SIW 
TWT VLPQ GFR D SP HLFG 
PGL FYP RGSG IAP IYL 

GCCRGGCATT AQOCCAftGRC TTGftGOCAAT TCTCKEfiCCT QGACA3CTIG 1300 
PGI SPRL EPI LIP GHLV 
QAL AQD LSQF SYL DIL 
ARH. PKT AN SHTW TSC 

HXJI ' ILI A JUA , TQGGKIGATT TAAU.'1T__C C3—CCGTICA GAAADCTIGT 1350 

LRYGMI .F.PPVQKPC 
SFGM G.F NFS HPFR NLV 
PSV WDDL I L A TRS ETLC 

GOCftTCARGC CaCCCAftGCG TICITAWOT TCCTCACTOC GTGTQQCE- 1400 
AIK'P PKR S.I SSLRVAT 
PSS HPSV LKF PHS VWLQ 
HQA TQA FLNF LTP CGY 

AaGGTTKEA AACCAAfiQQC TCMCICIQC TCACM3CAG3 TE^ATRCTT 1450 
RFP NQRL SSA HSR LNT. 
GFQ TKG SALL TAG .IL 
KVSK PKA QLC SQQV KYL 

AGOGTIAAAA TTATCCAAAG GCACCAQ33C CCTCTOIGAG GAATGTATQC 1500 

G.N YPK APGP SVR NVS 
RVKI IQR HQG PL.G MYP 
GLK LSKG TRA LCE ECIQ 
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AA OC'IGTA CT GG L ' l'liftllL ' l ' J. ' CATOOCAAftA COCTAAAQCA ACTAAGAAQ3 1550 
NLYW LIF IPK P.SN .EG 
TCT GLSS SQN PKA TKKV 
PVL AYL HPKT LKQ L R R 




AACAG3ITK: TOOCGAA 1577 
N R F Ii P 
T G F C R 
Q V S A E 
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TOCAGCAGCA QGACIGAQQG TOCCX33QQ3C AAGIGOCAQC CCATOC3CAIC 50 
SSSR TEG ARG KCQP MPS 

ADCXHCAGftG CQCXDQQGTCAT GTTIGAOCAT TCAGAGOC&3 GAAGTEAACT 100 
PSE PRV C LTI ESQ EVNC 

GICTCCTQGk CACTQQOGCA GOCTICICAG TCITACTTIC CIGIDCCAGA 150 
LLD TGA AFSV LLS CPR 

CAATICTXXT CCAGATCTGT CACTATOOGA GQQGICCTAA GftCAGQCACT 200 
QLSS RSV TIR GVLR QPV 

CACTACATAC TICICICAGC CACTAAGTIG TGACIQQQGA ACITilACICT 250 
TTY FSQP LSC DWG TLLF 

TTTCACMGC TITICIAA3T A3X3CCIGAAA QCODC^CTCX: CITCTEAGQG 300 
SHA FLI MPES PTP LLG 

AGAGACATIT TAGCAAAAGC AQQQ90CAIT ATACACCTGJV ASaE&QGAAA 350 
RDIL AKA G A I IHLN I G K 

AGGAAEAOOC AiTlUL'lUlC COJ1GLT11A GGAAGGAATT AATCCIGAAG 400 
GIP ICCP LLE EGI NPEV 

TCIQQGGAAT A5AAQGAC&A TA3X3GACAAG CA&aGAATOC CXJLjiajlUlT 450 
WAI EGQ YGQA KNA RPV 

CAAGTIAAAC TAAAQGATIC TOCCICLTIT OXTAOCAAA GGAAGEAGOC 500 
QVKL KDS ASF PYQR KYP 

TOTBGADOC GAQQOOCTAC AAGG&CTCAA AAGAL'JLUriA A3GADCT 547 
LRP EALQ GLK RLL RT 
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